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朋 目 登录 方法 : 
奈 七 AN 1. 访问 http:/res.hep.com.cn/35696 


2. 输入 数字 课程 账号 ( 见 封 底 明码 )、 密 码 
3. 点 击 "LOGIN” 
4. 进入 学 习 中 心 


账号 自 登录 之 日 起 一 年 内 有 效 ， 过 期 作废 。 
使 用 本 账号 如 有 任何 问题 ， 


登录 以 获取 更 多 学 习 资源 |! 请 发 邮件 至 : lifescience@pub.hep.cn 


内 容 介绍 

本 数字 课程 是 普通 高 等 教育 “十 一 五 ”国家 级 规划 教材 和 普通 高 等 教育 
精品 教材 一 一 《生物 化 学 原理 》( 第 2 版 ) 的 配套 资源 

教师 可 以 选择 本 资源 中 与 教材 配套 的 四 套 PPT 课件 : 两 套 中 文 ; 两 套 英 
文 ， 英 文 课 件 适用 于 双语 教学 。 中 英文 课件 中 各 有 高 级 版 和 初级 版 两 种 ， 初 
级 版 涉及 的 内 容 是 生物 化 学 中 较为 基础 和 重要 的 内 容 ， 高 级 版 则 在 初级 版 内 


容 的 基础 上 进行 扩充 ,在 内 容 的 帝 度 和 广度 上 都 有 很 大 提高 。 课 时 低 于 70 


学 时 ， 建 议 使 用 初级 版 ; 课时 约 100 学 时 ， 建 议 使 用 高 级 版 。 本 资源 还 包含 


教材 所 列 知识 点 拓展 内 容 、Quiz 答案 和 更 多 科学 故事 , 可 方便 学 生 自 主 学 习 ， 


增强 学 习 的 趣味 性 





第 2 版 前 言 


经 过 五 年 多 的 努力 ,《 生 物化 学 原理 》 第 2 版 终 将 面世 , 适 估 南 京 大 学 110 周年 校庆 ,就 把 它 作为 
一 份 特别 的 礼物 献 给 我 一 直 深 爱 的 南大 吧 ! 

本 书 第 1 版 有 幸 和 人选 普 通 高 等 教育 “十 一 五 ” 国家 级 规划 教材 ,并 于 2007 年 被 评 为 教育 部 "普通 
高 等 教育 精品 教材 "。 第 2 版 在 保留 先前 特色 的 基础 上 ,做 了 许多 优化 改进 和 创新 ,具体 包括 : 

(1) 内 容 进 行 了 全 面 的 更 新 。 首 先 更 新 了 每 章 后 面 的 参考 文献 和 推荐 网 址 ,文献 引用 截至 2012 
年 1 月 ,数据 引用 截至 2012 年 6 月 。 同 时 根据 学 科 发 展 更 新 和 添加 了 一 些 知 识 点 ,例如 :在 蛋白 质 
结构 这 一 章 , 添 加 了 兼职 蛋白 和 天 然 无 结构 蛋白 ;在 核酸 的 结构 与 功能 这 一 章 , 添 加 了 许多 新 发 现 的 
RNA; 在 酶 学 部 分 ,新 加 入 了 第 十 一 章 “ 核 酶 的 结构 与 功能 ” ;在 生物 氧化 这 一 章 , 添 加 了 呼吸 链 复合 体 
[产生 质子 梯度 的 “分 子 蒸汽 机 ” 的 机 制 ; 在 光合 作用 这 一 章 , 加 入 了 CF\Fo-ATP 合 酶 的 调控 机 制 ;在 
原核 生物 的 基因 表达 调控 这 一 章 , 添 加 了 威力 强大 .可 同时 对 付 RNA 病毒 和 DNA 病毒 等 外 源 核 酸 序 
列 的 CRISPR 系统 。 在 分 子 生 物 学 部 分 ,结合 古 菌 分 子 生 物 学 机 制 研 究 的 最 新 进展 ,不 再 按照 原核 和 
真 核 两 大 系统 来 组 织 内 容 , 而 是 按照 细菌 古 菌 及 真 核 生物 三 大 系统 来 组 织 分 子 生 物 学 “中 心 法 则 ”的 
核心 内 容 。 

(2) 可 读 性 与 易 读 性 进一步 提高 。 为 了 做 到 这 一 点 ,笔者 字 鞋 句 酌 ,反复 推敲 每 个 句子 , 尽 可 能 简 
明 流 畅 。 同 时 ,继续 邀请 优秀 的 本 科 生 参与 试 读 教 材 , 充 分 听取 他 们 的 意见 ,力争 使 第 2 版 的 内 容 更 
加 生动 \ 深 入 浅 出 。 例 如 ,有 关 HbF 和 HbA 在 结构 和 功能 上 比较 的 内 容 , 第 1 版 是 这 样 叙 述 的 :胎儿 
血红 蛋白 HbF (wyY),) 与 0, 的 亲和力 明显 高 于 成 人 的 HbA, 这 显然 有 利于 它们 从 母体 的 胎盘 ( 氧 分 压 
大 大 低 于 肺 ) 中 获取 0:。 之 所 以 HbF 与 0, 亲 和 力 高 于 HbA ,是 因为 与 w 亚 基 结 合 的 Y 亚 基 不 能 结 
合 BPC。 而 第 2 版 却 是 这 样 叙 述 的 ;胎儿 血红 蛋白 HbF (azY,) 与 0, 的 亲和力 明显 高 于 成 人 的 HbA， 
这 显然 有 利于 胎儿 通过 胎盘 ( 氧 分 压 大 大 低 于 肺 ) 从 母亲 那里 获取 0,。HbF 与 0, 亲和力 之 所 以 高 于 
HbA ,是 因为 与 w 亚 基 结 合 的 Y 亚 基 不 能 结合 BPG。 由 此 可 见 ,无私 的 母爱 在 分 子 水 平 上 已 经 开始 
了 ! "”。 再 如 ,为 了 提高 教学 效果 ,本 版 改 为 双色 版 ,突出 反应 主线 ,使 内 容 更 加 鲜 活 生动 。 

(3) 调整 结构 体系 ,将 原来 的 八 篇 重组 为 三 篇 一 结构 生物 化 学 .代谢 生物 化 学 和 分 子 生物 学 ,由 
43 章 扩充 到 44 章 。 在 每 篇 之 前 有 内 容 简介 和 学 习 方法 ,还 在 一 些 章节 内 穿插 了 一 些 学 习 方法 的 介绍 ， 
如 氨基 酸 单字 母 缩 写 和 必需 氨基 酸 的 记忆 方法 ,这 特别 便于 读者 自学 。 此 外 ,第 三 篇 分 子 生物 学 的 内 
容 也 做 了 适当 简化 。 

(4) 引入 了 许多 小 框 和 小 测验 (Quiz), 小 框 中 有 生化 动态 .身边 的 生物 化 学 .生化 探究 .生化 趣事 、 
生化 传奇 .生化 与 健康 和 生化 小 故事 等 。 小 框 中 丰富 多 彩 的 内 容 可 进一步 激发 学 生 学 习 生 化 的 兴趣 ， 
而 小 测验 可 以 让 读者 带 着 问题 去 学 习 。 

(5) 特 配 数字 课程 (http://res.hep.com.cn/35696 或 http://res.hep.edu.cn/35696/), 在 数字 平台 上 将 各 
章 小 结 设计 成 填充 的 形式 ,以 有 效 地 提炼 知识 点 ; 配 有 较 多 拓展 内 容 以 及 全 部 小 测验 的 答案 ,可 以 协 
助 读者 深入 学 习 ; 提 供 了 4 套 PPT 课件 ,两 套 是 中 文 ,两 套 是 英文 ,各 分 高 级 版 和 初级 版 。 相 信 对 于 许 
多 学 校 现在 推行 的 双语 教学 有 所 神 益 。 


(6) 配套 的 生物 化 学 国家 级 双语 教学 示范 网 站 (http:Wjs.nclass.org/ve/802276) 和 本 人 的 博客 (http:/ 
blog.sina.com.cn/njuyangsir) 已 经 建成 ,内 有 许多 辅助 教学 和 学 习 的 资料 可 供 下 载 。 希 望 有 助 于 读者 的 
学 习 和 教师 的 教学 ,力求 在 读者 和 编者 之 间 提 供 了 一 种 相互 交流 和 学 习 的 平台 。 

(7) 配套 的 《生物 化 学 学 习 指 南 与 习题 解析 》 将 很 快 修订 更 新 。 

参加 第 2 版 编写 的 有 :南京 大 学 生物 化 学 系 杨 永 华 教授 ( 参 编 第 四 十 四 章 “重组 DNA 技术 ”) 李 
根 喜 教授 ( 参 编 第 四 章 “蛋白 质 的 性 质 、 分 类 及 研究 方法 ”) 沈 萍 萍 教授 ( 参 编 第 十 三 章 “ 酶 的 应 用 及 研 
究 方 法 ”) 威 金 亮 副教授 ( 参 编 第 十 三 章 “ 酶 的 应 用 及 研究 方法 ”), 山 东 师 范 大 学 杜 希 华 教授 ( 参 编 第 
十 九 章 “生物 能 学 ”), 连 云 港 师范 高 等 专科 学 校 郑 典 元 副教授 ( 参 编 第 十 八 章 “代谢 总 论 ” ) 以 及 东北 
农业 大 学 赫 福 震 老 师 ( 参 编 第 四 十 四 章 “ 重 组 DNA 技术 ”)。 本 版 其 他 章节 则 由 我 编写 。 

在 编写 的 过 程 中 ,对 我 支持 最 多 的 是 我 的 家 人 。 在 此 ,我 想 要 对 他 们 大 声 地 说 一 声 “谢谢 ”。 我 要 
特别 感谢 我 的 宝贝 女儿 一 一 杨 诗 雅 ,在 本 书 第 1 版 出 版 时 她 还 是 个 中 学 生 ,而 现在 已 读 大 二 了 。 她 充 
分 利用 业余 时 间 ,认真 校 对 了 本 书 。 还 要 感谢 南京 大 学 朱 煜 博士 也 参与 了 校对 工作 ,2010 级 的 委 幸 煜 
同学 为 本 书 封面 提供 了 良好 的 设计 思路 。 当 然 更 要 真诚 感谢 我 最 最 可 爱 的 学 生 们 ,尤其 是 2004 级 邓 
永 昊 同学 和 2005 级 杨 江南 同学 ,他们 提供 了 许多 可 取 的 建议 。 还 要 特别 感谢 高 等 教育 出 版 社 对 我 的 
信任 ,以 及 王 莉 ` 备 丽 和 单 冉 东 等 编辑 为 我 提供 的 所 有 帮助 。 同 时 感谢 所 有 读者 对 这 本 书 的 厚爱 。 最 
后 ,感谢 Steve Jobs 及 时 发 明了 iPad, 让 我 后 续 的 修 校 工作 变 得 那么 方便 和 轻松 。 


杨 知 人 


2012 年 2 月 28 日 于 南京 


致 同 行 


尊敬 的 同行 ,您 好 ! 

谢谢 您 选用 本 教材 。 希 望 这 本 教材 对 您 的 教学 会 有 帮助 ! 同时 还 特别 希望 您 能 对 本 教材 提出 宝 
贵 的 意见 ,以 便 再 版 的 时 候 进行 改进 ,从 而 使 这 本 教材 越 编 越 好 。 我 的 目标 是 让 这 本 教材 早日 成 为 
中 国 最 好 的 中 文生 物化 学 教材 之 一 。 要 想 实 现 这 个 目标 ,显然 您 的 帮助 和 支持 是 必 不 可 少 的 。 

为 了 让 您 能 更 好 地 使 用 本 教材 ,我 这 里 有 几 点 建议 , 仅 供 参 考 。 

(1) 课件 的 选择 “与 本 教材 配套 的 共有 4 套 PPT 课件 ,两 套 英文 版 ,两 套 中 文 版 。 英 文 课 件 用 
于 双语 教学 。 中 英文 课件 中 各 有 高 级 版 和 初级 版 两 种 。 课 时 低 于 70 个 学 时 ,建议 使 用 初级 版 ; 
课时 在 100 个 学 时 左右 ,建议 使 用 高 级 版 。 初 级 版 涉及 的 内 容 是 生物 化 学 中 最 基础 和 最 重要 的 内 
容 , 高 级 版 则 在 初级 版 内 容 的 基础 上 有 很 多 扩充 ,在 内 容 的 深度 和 广度 都 有 很 大 提高 。 

(@) 课件 的 使 用 “在 使 用 PPT 课件 的 时 候 ,我 认为 最 重要 的 一 点 是 切忌 照 着 PPT 一 条 一 条 去 念 ， 
和 否则 会 让 学 生 和 昏 昏 欲 睡 , 慢 慢 丧失 学 习 的 兴趣 ! PPT 不 是 万 能 的 ,有 时 候 适 当地 做 做 板书 还 是 有 必要 
的 ,甚至 可 以 考虑 不 定期 地 进行 “ 裸 讲 ”。 

(3) 授课 内 容 的 取舍 ”在 使 用 任何 一 本 教材 的 时 候 ,上 面 的 内 容 不 可 能 也 不 需要 都 去 讲授 。 
在 这 个 学 时 不 断 被 压缩 的 年 代 , 对 于 飞速 发 展 的 生物 化 学 来 说 ,在 有 限 的 学 时 内 完成 高 质量 的 教 
学 是 很 难 的 。 对 此 我 的 建议 是 : 先 将 教科 书 上 的 内 容 分 为 课堂 上 必 讲 的 部 分 、 给 学 生 自 学 的 部 分 、 
与 其 他 课程 重 至 的 部 分 和 有 兴趣 才 需 要 学 的 部 分 。 教 师 应 该 将 课本 上 最 难 又 最 重要 的 部 分 作为 
课堂 必 讲 的 内 容 , 那 些 很 容易 理解 的 内 容 可 让 学 生 自学 ,而 那些 与 其 他 课程 重 友 的 内 容 事先 最 好 
与 其 他 课程 的 老师 进行 协调 ,以 避免 不 必要 的 重复 。 像 生物 化 学 书 上 有 关 氨 基 酸 和 单 糖 的 化 学 反 
应 性 质 这 样 的 内 容 , 完 全 可 以 省 去 不 讲 , 因 为 它 属于 有 机 化 学 的 内 容 。 酶 动力 学 部 分 有 关 多 底 物 
反应 的 动力 学 可 以 让 有 兴趣 的 学 生 去 自学 。 在 这 本 教材 中 我 把 生物 化 学 分 为 结构 生物 化 学 .代谢 
生物 化 学 和 分 子 生 物 学 ,其 中 的 一 个 原因 就 是 方便 任课 老师 对 上 课 内 容 的 选择 。 如 果 贵 校本 来 就 
有 “分 子 生 物 学 "这 一 门 课 , 我 建议 生物 化 学 课 只 讲 结构 生物 化 学 和 代谢 生物 化 学 就 可 以 了 。 如 
果 贵 校 有 “植物 生理 学 " 这 门 课 ,我 建议 代谢 生物 化 学 中 的 光合 作用 就 可 以 省 去 。 另 外 ,我 还 建议 ， 
有 关 实 验 技术 的 内 容 (如 层 析 和 电泳 ) 可 以 直接 留 给 实验 课 的 老师 。 

(4) 书 中 小 测验 (Quiz) 的 用 途 ” 本 教材 每 章 都 插 有 富 启发 性 的 Quiz, 这 些 Quiz 紧 扣 知识 点 。 我 建 
议 可 利用 这 些 Quiz 在 课堂 上 组 织 学 生 进 行 讨论 。 为 了 吸引 学 生 能 够 主动 参与 讨论 ,可 将 其 作为 平时 
成 绩 的 一 部 分 。 我 的 方法 是 :课堂 参与 有 5 分 奖励 ,作为 100 分 以 外 的 附加 分 ,每 参与 一 次 课堂 讨论 
就 统计 一 次 ,最 后 参与 次 数 最 多 的 就 可 得 5 分 附加 分 ,其 他 人 根据 次 数 的 多 少 , 得 相应 的 附加 分 。 

(5) 小 框 和 科学 故事 的 使 用 “本 教材 中 有 许多 小 框 和 科学 故事 ,内 容 十 分 有 趣 , 估 计 学 生 课 后 自 
已 会 看 。 但 单 是 看 看 是 不 够 的 ,可 以 让 学 生 选 择 一 个 科学 故事 来 写 一 点 心得 体会 ,或 者 根据 最 新 的 科 
学 进展 来 创作 小 框 故事 。 这 样 做 可 更 好 地 激发 学 生 的 学 习 兴 趣 , 也 可 以 培养 学 生 的 科研 思维 。 

(6) 书 中 文献 的 使 用 “本 教材 每 章 后 面 都 有 参考 文献 ,有 经 典 的 ,也 有 最 新 的 。 如 何 使 用 这 些 文 
献 呢 ? 我 建议 有 选择 地 让 学 生 去 阅读 ,如 Watson 和 Crick 有 关 DNA 双 螺 旋 结 构 的 文献 是 一 定 要 让 学 


生 去 阅读 的 ,若是 双语 教学 ,可 让 学 生 将 阅读 的 文献 翻译 成 中 文 , 并 提供 机 会 让 学 生 之 间 进 行文 献 阅 
读 和 翻译 的 交流 。 

(7) 第 一 堂 生物 化 学 课 怎 么 上 ”第 一 堂 生物 化 学 课 非常 重要 ,直接 关系 到 学 生 对 这 门 课 的 兴趣 。 
因此 ,老师 一 定 要 在 第 一 次 课 上 动用 一 切 可 用 的 手段 ,激发 学 生 学 习 生 物化 学 的 兴趣 。 另 外 ,在 第 一 
次 课 上 也 要 把 评分 标准 、 课 程 要 求 和 纪律 讲 清楚 。 有 的 老师 喜欢 在 第 一 堂 课 上 大 谈 生物 化 学 的 历史 ， 
我 认为 并 不 适合 。 与 其 大 谈 遥 远 的 生物 化 学 史 , 不 如 多 讲 些 最 新 的 进展 和 突破 。 这 里 ,我 想 把 我 每 学 
期 第 一 次 课 讲授 的 主要 内 容 与 各 位 同行 分 享 一 下 : 

。 致 欢迎 辞 , 播 放 一 曲 “Biochemistry ”。 

。 让 一 位 同学 谈 谈 自己 对 生物 化 学 这 门 课 的 认识 。 

。 介 绍 课堂 要 求 和 课堂 纪律 ,公布 评分 标准 。 

。 介 绍 学 好 生物 化 学 的 技巧 (可 请 上 一 届 学 得 比较 好 的 学 生 到 现场 介绍 学 习 心 得 )。 

。 介 绍 近 几 年 诺 贝尔 化 学 奖 和 诸 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 有 关 生 物化 学 的 内 容 。 

。 介 绍 当 年 和 以 前 的 由 《科学 》 琳 志 评 选 的 年 度 分 子 或 年 度 突破 。 

。 介 绍 什么 是 生物 化 学 及 其 主要 内 容 和 用 途 。 

。 播放 三 段 视 频 : 第 一 段 是 一 位 伟大 的 母亲 为 了 治疗 孩子 的 圳 性 纤维 变性 , 自学 生物 化 学 ,最 后 
发 现 一 种 治疗 方法 的 故事 ;第 二 段 是 一 名 杜 克 大 学 的 本 科 生 在 被 诊断 为 脊 索 癌 以 后 ,自学 生物 化 学 并 
对 这 种 疾病 进行 研究 的 故事 ;第 三 段 是 由 哈佛 大 学 制作 的 模拟 细胞 内 发 生 的 生物 化 学 分 子 事件 。 

。 布置 课 后 作业 。 

(8) 如 何 进 行 生 物化 学 课 的 双语 教学 ”现在 提倡 双语 教学 ,但 做 好 并 不 容易 。 我 校 的 生物 化 学 课 
现在 是 国家 级 双语 教学 示范 课程 ,对 此 我 的 建议 是 :不 主张 用 全 英文 授课 ,因为 生物 化 学 的 专业 词汇 
太 多 ,使 用 全 英文 上 课 对 学 生 的 要 求 太 高 。 但 使 用 全 英文 的 PPT 是 完全 可 行 的 。 至 于 讲课 的 英文 比例 ， 
可 控制 在 50% 左右 。 对 于 第 一 次 遇 到 的 专业 词汇 ,在 讲 英文 以 后 ,最 好 立刻 快速 翻译 成 中 文 ; 课 后 可 
适当 地 补充 一 些 英文 阅读 资料 (如 www.sciencedaily.com 每 天 发 布 的 最 新 生物 化 学 进展 ), 或 者 要 求学 
生 阅 读 章 后 的 英文 文献 ,以 提高 学 生 的 专业 英语 水 平 ;免费 租借 给 学 生 英文 原版 教材 ;考试 不 必 出 全 
英文 试卷 ,但 可 以 最 后 出 两 道 共 10 分 的 英文 题目 作为 附加 题 ,并 要 求学 生 必 须 用 英文 回答 。 


顺 致 


教 安 ! 


南京 大 学 生命 科学 学 院 
杨 和 党 从 


2012 年 2 月 28 日 


素 爱 的 同学 ,你 好 ! 

非常 感谢 你 使 用 本 教材 ! 希望 这 本 教材 会 让 你 喜欢 上 生物 化 学 ,并 对 你 学 好 生物 化 学 有 帮助 ! 
同时 ,还 特别 希望 你 能 对 本 教材 提出 宝贵 的 意见 ,以 便 再 版 的 时 候 进 行 改进 ,从 而 使 这 本 教材 日 至 完 
善 , 越 编 越 好 。 我 一 直 认 为 ,你 们 对 一 本 教材 的 评价 是 最 有 发 言 权 的 ,因此 我 特别 看 重 你 的 建议 。 请 
给 我 的 邮箱 一 一 robertyang@nju.edu.cn 或 thermogenin@gmail.com 或 askmenow@whoever.com 发 邮件 吧 ， 
或 者 在 我 的 新 浪 博客 一 一 http:/blog.sina.cn/njuyangsir 留言 吧 ! 我 的 目标 是 让 这 本 教材 早日 成 为 中 国 
最 好 的 中 文生 物化 学 教材 之 一 。 要 想 实现 这 个 目标 ,你 的 帮助 和 支持 是 必 不 可 少 的 。 

为 了 让 你 能 更 好 地 使 用 本 教材 ,让 它 更 好 地 为 你 服务 ,我 这 里 有 几 点 建议 , 仅 供 参考 。 

(GD) 让 自己 喜欢 上 生物 化 学 ”在 学 生物 化 学 之 前 ,你 可 能 已 从 学 长 那里 得 到 一 些 有 关 这 门 课 的 
信息 。 你 所 得 到 的 信息 中 ,最 多 的 可 能 是 这 门 课 有 多 难 学 。 但 你 不 能 因此 就 不 敢 去 学 ,或 者 失去 
学 习 的 兴趣 。 我 始终 认为 ,要 想 学 好 一 门 课 , 你 首先 得 让 自己 喜欢 上 这 门 课 。 当 然 ,让 你 喜欢 上 生 
物化 学 是 要 有 理由 的 。 我 这 里 至 少 可 以 给 你 三 个 重要 的 理由 :首先 ,生物 化 学 很 有 用 。 从 “生物 
化 学 " 课 中 ,你 可 以 得 到 很 多 与 医药 营养、 保健 疾病 的 预防 和 治疗 等 有 关 的 知识 。 这 些 知 识 可 
以 让 你 受用 一 辈子 ,而 且 你 也 可 以 将 这 些 生 物化 学 知识 传播 给 你 的 家 人 和 朋友 。 各 种 媒体 每 天 都 
可 能 出 现 夸大 甚至 虚假 的 医药 、 保 健 品 的 广告 ,这 些 广告 利用 的 就 是 大 众 缺 乏 生 物化 学 知识 这 一 
点 。 从 某 种 意义 上 ,学 好 了 生物 化 学 可 以 让 你 成 为 半 个 医生 。 这 里 请 允许 我 提出 若干 问题 ,看 你 
知道 不 知道 一 一 爱斯基摩 人 为 什么 少 得 心血 管 疾病 ? 正常 的 人 需要 补 脑 黄金 (DHA) 吗 ? 左旋 肉 
碱 真 的 可 以 减肥 吗 ? 为 什么 路 边 的 蘑菇 你 不 要 乱 采 ? 为 什么 过 夜 的 韭菜 不 能 吃 ? 生物 化 学 里 的 
XP 代表 什么 ? 骆驼 为 什么 几 个 月 可 以 不 喝 水 ” 为 什么 狗 急 会 跳 墙 \ 人 急 会 生 智 ? 蜂 蛛 丝 和 钢筋 
相 比 , 哪 一 个 强度 更 高 ? 你 有 多 少 个 编码 蛋白 质 的 基因 ? 生物 化 学 中 的 “ 近 朱 者 赤 , 近 墨 者 黑 ” 是 
指 什么 ” 有 天 生 不 会 得 艾滋 病 的 人 吗 ? 如 何 自 酿 葡萄 酒 和 自制 酸菜 ?甲醇 和 和 氰 化 钾 中 毒 后 如 何 
解毒 ? 阿司匹林 是 如 何 消炎 的 ? 这 些 问题 的 答案 ,在 这 本 教科 书 上 你 都 能 找到 。 其 次 ,学 好 生物 
化 学 是 你 学 好 生命 科学 其 他 课程 的 基础 ,比如 细胞 生物 学 .遗传 学 、 分 子 生 物 学 和 植物 生理 学 。 
还 有 一 点 ,就 是 考研 和 工作 的 需要 。 如 果 你 将 来 要 考 与 生命 科学 有 关 的 研究 生 ,生物 化 学 是 必 
考 的 课目 。 

(2) PPT 课件 的 使 用 ”建议 你 事先 将 PPT 课件 打印 出 来 ,上 课 前 能 预习 一 下 ,听课 的 时 候 可 以 在 
打印 稿 上 直接 做 笔记 。 如 果 你 想 同时 提高 自己 的 专业 英语 水 平 , 就 打印 英文 PPT 吧 。 专 业 英语 不 是 
你 想象 的 那样 难 ,平时 多 看 看 就 习惯 了 。 此 外 ,在 看 英文 PPT 的 时 候 ,要 注意 单词 的 发 音 , 要 特别 注意 
重音 的 位 置 。 为 了 方便 你 自己 与 外 国 同行 进行 学 术 交 流 , 就 大 胆 地 将 专业 词汇 读 出 来 吧 ! 

(3) 教科 书 内 容 的 取舍 ”要 学 好 生物 化 学 ,平时 应 该 多 花 点 时 间 去 阅读 教材 。 但 书 上 的 每 一 个 部 
分 不 是 都 要 看 的 。 这 取决 于 你 想 掌 握 多 少 生物 化 学 知识 或 者 你 的 任课 老师 要 求 你 掌握 多 少 。 当 然 ， 
你 首先 应 该 阅读 与 老师 上 课 讲 到 的 相关 内 容 , 其 次 阅读 你 感 兴 趣 的 部 分 。 此 外 ,在 阅读 的 时 候 , 最 好 
结合 本 书 中 提出 来 的 问题 (Quiz), 或 者 自己 提出 问题 。 对 于 书 中 给 出 的 问题 ,要 尽量 自己 去 解决 ,如 果 


解决 不 了 ,再 去 问 老师 ,或 者 去 网 上 查阅 答案 。 

(4) 小 框 和 科学 故事 的 使 用 “本 教材 中 有 许多 小 框 和 科学 故事 ,小 框 中 的 内 容 和 科学 故事 十 分 有 
趣 ,强烈 建议 利用 课余 时 间 琢 磨 琢磨 ,以 享受 学 习 生 物化 学 给 你 带 来 的 乐趣 。 但 是 , 单 是 看 看 是 不 够 
的 ,最 好 看 过 以 后 多 多 思考 故事 给 你 带 来 的 启示 ,更 希望 你 能 根据 生物 化 学 中 其 他 经 典 的 发 现 和 最 新 
的 突破 写成 你 的 小 框 故 事 。 如 果 你 愿意 ,我 可 以 将 精彩 的 小 框 故 事 放 到 下 一 版 《生物 化 学 原理 》 中 ,让 
更 多 的 人 分 享 和 体验 。 

(5) 书 中 文献 的 使 用 ”本 教材 的 每 一 章 后 面 都 有 参考 文献 ,有 经 典 的 ,也 有 新 近 前 沿 的 。 如 何 使 
用 这 些 文 献 呢 ? 建议 你 有 选择 地 去 阅读 ,一 些 特 别 经 典 的 文献 是 非 读 不 可 的 ,如 Watson 和 Crick 有 关 
DNA 双 螺旋 结构 的 论文 ,你 也 可 以 找 几 篇 最 新 的 文献 好 好 研读 和 揣摩 一 番 。 

(6) 如 何 利用 书 中 推荐 的 网 址 本 书 每 一 章 都 精 选 了 关 干 与 此 章 内 容 相关 的 网 址 ,而 在 全 书 的 最 
后 也 推荐 了 25 个 有 用 的 网 站 。 建 议 你 有 空 就 去 看 一 看 ,这 些 网 站 对 你 的 生物 化 学 学 习 肯 定 有 很 大 帮 
助 。 其 中 的 维基 百科 (http:/en.wikipedia.org) 和 每 日 科学 新 闻 (http:/www.sciencedaily.com), 建 议 你 日 常 
浏览 ,它们 对 拓宽 你 的 知识 面 是 非常 有 帮助 的 。 

(7) 如 何 使 用 与 这 本 教材 配套 的 《生物 化 学 学 习 指 南 与 习题 解析 》 为 了 更 好 地 让 你 能 学 好 生物 
化 学 ,我 还 专门 编写 了 一 本 与 本 教材 配套 的 《生物 化 学 学 习 指南 与 习题 解析 光 在 这 本 辅助 教材 中 ,不 
仅 有 很 多 富 于 启发 性 的 例题 .习题 及 其 解析 过 程 , 还 有 很 多 有 用 的 学 习 方 法 .知识 点 总 结 和 记忆 秘诀 。 
建议 你 不 妨 去 图 书馆 借阅 或 者 自己 购买 一 本 。 

《8) 如 何 考 出 好 的 成 绩 “” 每 一 个 学 生 都 想 考 出 好 的 成 绩 。 对 此 我 的 建议 是 ,你 首先 要 搞 清楚 任课 
老师 的 评分 标准 。 请 参考 评分 标准 来 制定 你 的 学 习 计 划 。 其 次 ,按照 “TI hear,Iforget;Isee,Iremember; 
I do, I understand”, 即 “ 听 ,我 忘记 了 ;看 ,我 记 住 了 ;做 ,我 理解 了 ”这 一 名 话 去 做 。 这 句 话 中 的 听 是 听 
课 , 看 是 看 书 ,做 是 做 练习 题 和 做 实验 。 最 后 , 千 万 不 可 临时 抱佛脚 ,生物 化 学 内 容 太 多 了 ,平时 多 看 
点 多 做 点 吧 ! 


祝 生物 化 学 学 习 顺 利 、 愉 快 并 学 业 有 成 ! 


南京 大 学 生命 科学 学 院 
杨 和 党 起 


2012 年 2 月 28 日 
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二 、 直 接 测定 法 
三 节 ”蛋白 质 的 分 离 、 纯 化 和 分 析 
一 、 和 蛋白 质 纯化 的 准备 工作 
二 、 和 蛋白 质 纯化 的 一 般 注意 事项 
三 、 蛋 白质 纯化 的 常见 方法 
四 、 和 蛋白 质 纯化 方案 的 设计 
五 、 蛋 白质 纯度 的 测定 
第 四 节 ”蛋白 质 的 分 类 


开 


框 4-1 身边 的 生物 化 学 一 一 毒 也 美丽 
第 五 节 多肽 的 固 相 合成 
科学 故事 一 一 NGCF 的 发 现 


第 五 章 ” 核 苷 酸 82 
第 一 节 ” 核 苷 酸 的 结构 与 组 成 
一 、 碱 基 
二 、 核 苷 
三 、 核 苷 酸 
二 节 ，” 核 苷 酸 的 功能 
框 5-1 生化 热点 一 一 生命 系统 中 的 砷 可 以 
完全 取代 磷 吗 ? 





第 六 章 ，” 核 酸 的 结构 与 功能 “90 

第 一 他” 核酸 的 分 类 

框 6-1 生化 聚焦 一 -DNA 分 子 一 定 没 有 
“你 ”(U) 吗 ? 

第 二 节 ”核酸 的 一 级 结构 

第 三 节 ，” 核酸 的 高 级 结构 

一 、DNA 的 高 级 结构 

框 6-2 ”生化 探究 一 一 “大 沟 ” 和 "小 沟 ” 中 
的 秘密 

二 、RNA 的 高 级 结构 

第 四 节 ”核酸 与 蛋白 质 的 相互 作用 

一 、DNA 与 蛋白 质 的 复合 体 

二 、RNA 与 蛋白 质 的 复合 体 

第 五 节 ”核酸 的 功能 

科学 故事 一 DNA 双 螺 旋 结 构 的 发 现 


第 七 章 “核酸 的 性 质 及 研究 方法 ”114 
第 一 他 ”核酸 的 理化 性 质 
一 、 酸 碱 解 离 
二 、 变 性 
三 、 复 性 和 杂交 
框 7-1 生化 动态 一 一 肽 核酸 的 发 现 及 其 
应 用 
四 、 核 酸 的 水 解 
第 二 节 ”核酸 研究 的 技术 和 方法 
一 、 核 酸 的 化 学 合成 
二 、 核 酸 的 分 离 .纯化 和 定量 
三 节 ”核酸 一 级 结构 的 测定 
一 、DNA 一 级 结构 的 测定 


129 
129 


140 


二 、RNA 一 级 结构 的 测定 
框 7-2 ”生化 趣事 一 一 年 度 分 子 和 年 度 突破 


第 八 章 “” 酶 学 概论 ”124 
第 一 节 ” 酶 的 化 学 本 质 
二 节 ，” 酶 的 催化 性 质 
框 8-1 生化 趣事 一 一 催化 动力 .生化 武器 
与 投弹 手 甲虫 
三 节 ，” 酶 的 分 类 和 命名 
一 、 酶 的 分 类 
二 、 酶 的 命名 
科学 故事 一 一 酶 化 学 本 质 的 确定 


第 九 章 ”了 酶 动力 学 132 
第 一 节 影响 酶 促 反应 的 因素 
一 、 酶 促 反 应 速率 和 反应 类 型 
二 、 影 响 酶 促 反 应 速率 的 因素 
二 节 ，” 米 氏 反 应 动力 学 
一 、 米 氏 方 程 成 立 的 前 提 
二 、 米 氏 方程 的 推导 
三 、 米 氏 方 程 的 解读 和 延伸 
框 9-1 理论 联系 实际 一 一 甲醇 或 二 甘 醇 中 
毒 的 解毒 
四 、 米 氏 方程 的 双重 性 
五 、 米 氏 方 程 的 线性 转换 
三 节 。 酶 抑制 剂 作 用 的 动力 学 
一 、 可 逆 性 抑制 剂 
二 、 不 可 道 性 抑制 剂 
第 四 节 ”多 底 物 反应 动力 学 
一 、 多 底 物 反应 中 的 一 些 专门 术语 
二 、 多 底 物 反应 的 动力 学 机 制 
第 五 节 “ 别 构 酶 的 动力 学 
一 、 别 构 酶 的 性 质 
二 、S 形 曲线 和 Hill 方程 
三 、Hill 作 图 
四 、 协 同性 的 优点 





第 十 章 ”了 酶 的 催化 机 理 151 

第 一 节 。 酶 催化 机 理 研 究 的 主要 方法 
二 节 ， 过 渡 态 稳定 学 说 

一 、 过 渡 态 稳定 学 说 

二 、 支 持 过 渡 态 稳定 学 说 的 证 据 


155 


169 
170 


174 


184 


框 10-1 
研制 
第 三 节 ，” 过 渡 态 稳定 的 化 学 机 制 
一 、 邻 近 定 向 效应 

二 、 广 义 的 酸 碱 催化 

三 、 静 电 催化 

四 、 金 属 催化 

五 、 共 价 催化 

六 、 底 物 形变 

第 四 节 ” 几 种 常见 酶 的 结构 与 功能 


生化 制药 一 一 水 解 可 卡 因 药 物 的 


第 十 一 章 ，” 核 酶 的 结构 与 功能 167 
第 一 节 “” 核 酶 的 种 类 

框 11-1 生化 热点 一 DNA 也 能 催化 吗 ? 
二 节 ， 核 酶 的 催化 机 制 

一 、 小 核 酶 的 催化 机 制 

二 、 大 核 酶 的 催化 机 制 
三 节 ， 核 酶 发 现 的 意义 及 其 应 用 

框 11-2 生化 新 见解 一 “病毒 创造 了 

DNA”? 


科学 故事 一 一 核 酶 的 发 现 


第 十 一 章 ” 酶 活性 的 调节 176 
第 一 节 ” 酶 的 “量变 ” 
一 、 酶 的 “量变 ”" 和 "质变 ”的 主要 差别 
二 、 同 工 酶 
三 、 酶 的 合成 和 降解 
二 节 ，” 酶 的 “质变 ” 
一 、 别 构 调节 
二 、 共 价 修饰 调节 
三 、 水 解 激 活 
四 、 调 节 和 蛋白 的 激活 或 抑制 
五 、 聚 合 与 解 离 
框 12-1 生化 趣事 一 一 “分 子 捕 鼠 器 ”的 
威力 


第 十 三 章 ” 酶 的 应 用 及 研究 方法 ”186 
第 一 节 ” 酶 的 活力 测定 
一 、 酶 活力 的 表示 方法 
二 、 酶 活力 测定 的 方法 


人 


二 节 ” 酶 的 分 离 和 纯化 

第 三 节 ” 酶 工程 

一 、 固 定 化 酶 

二 、 人 工 酶 

三 、 定 点 突变 酶 

四 、 杂 交 酶 

五 、 抗 体 酶 

框 13-1 生化 动态 一 一 抗体 酶 的 新 来 源 


第 十 四 章 ”维生素 与 辅酶 。 193 
第 一 节 ”水 溶性 维生素 

一 、B 族 维生素 

框 14-1 生化 应 用 一 一 生物 素 - 亲 和 素 检 
测 系统 的 建立 和 应 用 

二 、 维 生 素 C 

第 二 节 ” 脂 溶 性 维生素 

一 、 维 生 素 A 

二 、 维 生 素 D 

三 、 维 生 素 民 

四 、 维 生 素 K 

科学 故事 一 一 维生素 的 发 现 


第 十 五 章 糖 类 205 
第 一 节 ” 单 糖 

一 、 单 糖 的 命名 和 缩写 

二 、 单 糖 的 旋光 蜡 构 

三 、 单 糖 的 环 状 结构 和 异 头 物 
四 、 单 糖 的 构象 

五 、 单 糖 的 衍生 物 

六 、 单 糖 的 性 质 

七 、 几 种 生化 上 重要 的 单 糖 


二 、 结 构 多 糖 
框 153-1 生化 与 健康 一 一 星 牙 与 防 星 牙 
第 四 节 ” 糖 缀 合 物 


第 十 六 章 “” 脂 质 与 生物 膜 。 216 

第 一 他” 脂 质 的 化 学 结构 及 其 功能 

一 、 简 单 脂 

框 16-1 生化 与 健康 一 一 爱 斯 基 摩 人 健康 


IV- 


217 
221 


232 


236 
236 


237 
250 


258 


的 秘密 

、 复 合 脂 

三 、 异 成 二 烯 类 脂 

第 二 节 ”生物 膜 的 结构 及 其 功能 
一 、 生 物 膜 的 化 学 组 成 

二 、 生 物 膜 的 基本 结构 与 性 质 

框 16-2 ”生化 动态 旨 质 体 的 应 用 
第 三 节 ”物质 的 跨 膜 转运 

科学 故事 一 一 水 孔 蛋 白 的 发 现 


| 





第 十 七 章 ”激素 及 其 受 体 介 导 的 信号 
转 导 230 
第 一 他 激素 的 一 般 性 质 
一 、 激 素 的 定义 
二 、 激 素 的 化 学 本 质 、 分 类 和 生物 合成 
三 、 激 素 的 定量 
二 节 激素 作用 的 一 般 特 征 
一 、 特 异性 
框 17-1 生化 与 健康 一 一 瘦 肉 精 喘息 定 与 
蔡 心 安 
二 、 高 效 性 
三 、 水 溶性 激素 的 作用 往往 需要 "第 二 
信使 ” 
四 、 可 能 产生 “ 快 反应 ”或 “ 慢 反应 ” 
五 、 脱 敏 性 和 时 效 性 
三 节 激素 作用 的 详细 机 制 
一 、 脂 洲 性 激素 的 作用 机 制 
二 、 水 溶性 激素 的 作用 机 制 
框 17-2 生化 趣事 一 一 毒气 的 妙用 
三 、 信 号 转 导 的 整合 
第 四 节 激素 的 分 泌 及 其 调节 


结构 生物 化 学 思考 题 “253 


第 一 篇 “代谢 生物 化 学 
代谢 生物 化 学 内 容 简介 及 学 习 方法 


第 十 八 章 ”代谢 总 论 258 
第 一 节 ”代谢 的 基本 概念 与 特征 


258 
260 
261 
2062 


202 


264 


| 


、 代 谢 的 基本 概念 

框 18-1 生化 聚焦 一 一 底 物 通道 运输 

二 、 代 谢 的 基本 特征 

三 、 代 谢 中 的 氧化 还 原 反 应 和 氧气 在 代谢 
中 的 作用 

二 节 ”代谢 研究 的 主要 内 容 和 方法 


第 十 九 童 ”生物 能 学 264 

第 一 节 ”热力 学 定律 与 Gibbs-Helmholtz 
方程 

二 节 ”生化 反应 的 方向 性 与 自由 能 之 
间 的 关系 

三 节 AcC 与 A 五 之 间 的 关系 
第 四 节 ”生命 系统 内 的 偶 联 反应 

第 五 节 ”高 能 生物 分 子 


第 二 十 章 ”生物 氧化 269 

第 一 六 ”呼吸 链 

一 、 呼 吸 链 的 组 分 

二 、 呼 吸 链 组 分 的 排列 顺序 

三 、 复 合体 II 、. 亚 和 的 结构 与 功能 
四 、 植 物 细胞 替代 的 复合 体 

第 二 节 ”氧化 磷酸 化 

一 、 氧 化 磷酸 化 的 偶 联 机 制 

框 20-1 生化 研究 动态 一 一 复合 体 I 的 结 
构 : 细 胞 中 的 “蒸汽 机 ”? 

二 、FFo-ATP 合 酶 的 结构 与 功能 

三 、PFo-ATP 合 酶 的 催化 机 制 

、 氧 化 磷酸 化 的 解 偶 联 

框 20-2 ”生化 趣事 一 一 炸药 与 减肥 
五 、 氧 化 磷酸 化 的 抑制 

六 、P/0O 值 与 氧化 磷酸 化 的 调节 

科学 故事 一 结合 变化 学 说 的 发 现 


瑟 





第 二 十 一 童 ”生物 大 分 子 的 消化 和 
吸收 287 
第 一 他” 糖 类 的 消化 和 吸收 
一 、 双 糖 . 朝 糖 和 多 糖 的 酶 促 降 解 
二 、 单 糖 的 吸收 和 转运 
二 节 ， 脂 质 的 消化 和 吸收 
一 、 脂 质 的 酶 促 降 解 
二 、 脂 质 的 吸收 


290 
291 


291 


292 


一 :起 


三 节 蛋白质 与 核酸 的 消化 和 吸收 
一 、 蛋 白质 的 消化 和 吸收 

二 、 核 酸 的 消化 和 吸收 

第 四 节 ”真菌 和 食 虫 植物 对 生物 大 分 子 
的 消化 和 吸收 


框 21-1 身边 的 生物 化 学 一 一 猪 笼 草 吃 莹 
的 秘密 
科学 故事 一 一 葡萄 糖 转运 蛋白 的 发 现 


第 二 十 二 童 ” 糖 酵 解 “294 

第 一 他 糖 酵 解 的 发 现 

糖 酵 解 的 全 部 反应 

NADH 和 丙酮 酸 的 命运 

一 、 在 有 氧 状态 下 NADH 和 丙酮 酸 的 命运 
二 、 在 缺 氧 或 无 氧 状 态 下 NADH 和 丙酮 酸 


生化 趣事 一 一 不 喝酒 也 醉酒 的 秘密 
其 他 物质 进入 糖 酵 解 

糖 酵 解 的 生理 功能 
糖 酵 解 的 调节 

一 、 葡 萄 糖 的 可 得 性 

二 、 已 糖 激酶 和 葡萄 糖 激酶 的 调节 

三 、PFK-1 的 调节 

四 、 丙 酮 酸 激酶 的 调节 

框 22-2 “理论 联系 实际 一 教 你 制作 葡萄 酒 


-十 三 章 ”三 沙 酸 循环 314 
三 羧 酸 循环 的 发 现 

三 羧 酸 循环 的 全 部 反应 
一 、 反 应 过 程 

二 、 三 羧 酸 循环 小 结 

三 节 “三 羚 酸 循环 的 生理 功能 
乙 醛 酸 循环 

三 羧 酸 循环 的 回 补 反 应 
三 羚 酸 循环 的 调控 
TCA 循环 的 起 源 和 进化 
理论 联系 实际 一 一 短跑 .中 跑 与 长 
跑 的 能 量 消耗 


第 二 十 四 章 ” 磅 酸 戊 术 途 径 。 326 
第 一 节 “磷酸 友 糖 途径 的 全 部 反应 
一 、 氧 化 相 


337 


341 


343 


343 


345 
345 
346 
346 
347 
348 
348 
350 


二 、 非 氧化 相 
三 、 磷 酸 成 糖 途径 小 结 
二 节 ”磷酸 戊 糖 途径 的 生理 功能 


人 
框 24-1 生化 与 健康 一 一 重 豆 与 溶血 性 贫血 


第 二 十 五 章 糖 异 生 332 
第 一 他” 糖 异 生 所 涉及 的 全 部 反应 
一 、 从 丙酮 酸 到 葡萄 糖 
二 、 其 他 物质 进入 糖 异 生 
三 、 糖 异 生 的 能 量 消耗 
第 二 节 ，” 糖 异 生 的 生理 功能 
框 25-1 生化 研究 动态 一 一 嗜 热 古 菌 的 一 
种 特殊 的 双 功 能 酶 
三 节 ” 糖 异 生 的 调节 
第 二 十 六 章光 合作 用 ”340 
第 一 节 ”光合 作用 的 基本 过 程 
第 二 节 ”植物 光合 作用 的 细胞 器 一 一 叶 
绿 体 
第 三 节 ” 光 反 应 
一 、 光 能 的 吸收 和 传递 
二 、 产 氧 光 合 有 机 体 的 光 系 统 
三 、PSI 内 发 生 的 光化学 反应 
四 、 电 子 从 PSI 经 细胞 色素 byf 复合 体 到 
PSI 的 传递 
五 、PSI 内 发 生 的 光化学 反应 
六 、NADP- 的 还 原 
七 、 光 合 磷酸 化 
八 、 光 反应 的 调节 
框 26-1 生化 新 发 现 一 一 分 子 变 光 开 关 
第 四 节 ”上 暗 反 应 
一 、C: 循环 与 C; 植物 
二 、 光 呼吸 
、C4 循环 与 C; 植物 
第 五 节 ”CAM 植物 
第 六 节 ”卡尔 文 循 环 的 调节 
科学 故事 一 一 卡尔 文 循环 的 发 现 


山 





第 一 十 七 章 
第 -- 节 


一 地 
框 27-1 


糖 原 代 谢 356 
糖 原 的 分 解 

糖 原 的 合成 

生化 点 滴 一 一 三 大 能 源 贮备 之 PK 


360 
360 


384 


一 -HL 


三 节 ， 糖 原 代 谢 的 调节 
一 、 别 构 调 节 
二 、 受 激素 控制 的 “可 逆 磷 酸化 "调节 


科学 故事 一 一 糖 原 素 的 发 现 


第 二 十 八 章 
代谢 367 
第 一 节 ”脂肪 代谢 
一 、 脂 肪 的 水 解 
二 、 脂 肪 的 合成 
框 28-1 生化 与 健康 一 一 TZD 治疗 蒂 型 糖 
尿 病 的 机 理 
二 节 ”磷脂 代谢 
一 、 磷 脂 的 分 解 
二 、 磷 脂 的 合成 
三 节 。” 糖 脂 代谢 
一 、 糖 脂 的 分 解 
二 、 糖 脂 的 合成 
科学 故事 一 一 脂 瘦 素 及 其 受 体 的 发 现 


脂肪 .磷脂 和 糖 脂 的 


第 一 十 九 音 ”脂肪 酸 代谢 376 
第 一 节 脂肪酸 的 分 解 
一 、 脂 肪 酸 的 F- 氧化 
二 、 脂 肪 酸 的 x- 氧化 与 wo- 氧化 
三 、 酮 体 的 生成 和 利用 
第 二 节 脂肪酸 的 合成 
一 、 脂 肪 酸 合成 的 一 般 性 质 
二 、 脂 肪 酸 合成 的 详细 机 制 
三 节 ”脂肪酸 代谢 的 调控 
一 、 脂 肪 酸 分 解 代谢 的 调控 
二 、 脂 肪 酸 合成 代谢 的 调控 
框 29-1 生化 与 健康 一 减肥 的 新 希望 
第 三 十 章 
第 一 节 
框 30-1 
和 点 
第 二 节 ，” 胆固醇 的 转运 
三 节 ”胆固醇 的 代谢 转变 与 调节 
一 、 胆 固 醇 的 代谢 转变 
二 、 胆 固 醇 代 谢 的 调节 
科学 故事 一 -LDL 受 体 的 发 现 


胆固醇 代谢 391 
胆固醇 的 合成 
生化 医药 一 降 胆固醇 药物 的 新 


第 三 十 一 章 ” 氨 基 酸 代谢 401 
第 一 节 “氨基酸 的 分 解 

一 、 氨 基 的 代谢 

二 、 氮 的 进一步 代谢 转变 

框 31-1 
化 奥秘 
三 、 碳 骨架 的 代谢 


二 节 ”氨基酸 及 其 衍生 物 的 合成 





谨 生 一 一 ~“ 32 


第 三 十 “ 章 ” 核 苷 酸 代谢 “412 
第 一 节 ” 核 苷 酸 的 合成 

一 、 核 昔 酸 的 从 头 合成 

二 、 核 苷 酸 的 补救 合成 

三 、 核 苷 二 磷酸 (NDP) 和 核 苷 三 磷酸 (NTP) 
的 合成 

、 脱 氧 核 昔 酸 的 合成 

、 胸 苷 酸 的 合成 

六 、 核 苷 酸 类 辅酶 的 合成 

框 32-1 生化 聚焦 一 一 噬菌体 对 宿主 菌 内 
核 苷 酸 代 谢 途 径 的 改造 

第 二 节 ， 核 苷 酸 合成 的 调节 

一 、 味 叭 核 苷 酸 合成 的 调节 

二 、 喀 啶 核 苷 酸 合成 的 调节 

三 、 脱 氧 核 苷 酸 合成 的 调节 

第 三 节 ” 核 苷 酸 的 分 解 

一 、 味 叭 核 苷 酸 的 分 解 

二 、 喀 了 啶 核 苷 酸 的 分 解 

第 四 节 ” 几 种 与 核 苷 酸 代谢 相关 的 疾病 
第 五 节 ”常见 的 抗 核 苷 酸 代谢 药物 


针 再 


SN 


代谢 生物 化 学 思考 题 ”427 


竺 :篇 分 于 生物 学 
分 子 生 物 学 内 容 简介 及 学 习 方 法 


第 三 十 三 章 DNA 复制 。 432 
第 一 节 ”DNA 复制 的 一 般 特征 


本 


二 
白质 


参与 DNA 复制 的 主要 酶 和 蛋 


455 


一 、DNA 聚合 酶 
二 、DNA 解 链 酶 
三 、 单 链 DNA 结合 蛋白 
四 、DNA 拓扑 异 构 酶 
五 、DNA 引发 酶 
六 、 切 除 引 物 的 酶 
七 、DNA 连接 酶 
八 、 尿 喀 啶 -DNA 糖苷 酶 
九 、 端 粒 酶 
框 33-1 生化 与 健康 一 一 端 粒 激活 与 青春 
再 现 
三 节 DNA 复制 的 详细 机 制 
一 、 以 大 肠 杆 菌 为 代表 的 细菌 基因 组 DNA 
的 “8 复制 "系统 
二 、 滚 环 复制 系统 
三 、D 环 复 制 系统 
四 、 真 核 细 胞 的 细胞 核 DNA 复制 
五 、 古 菌 的 DNA 复制 
第 四 节 DNA 复制 的 高 度 忠实 性 
第 五 节 DNA 复制 的 调节 机 制 
一 、 细 菌 DNA 复制 起 始 的 调控 
二 、 真 核 细 胞 DNA 复制 起 始 的 调控 
框 33-2 ”生化 研究 动态 一 一 干细胞 分 裂 过 
程 中 的 染色 体 分 离 
科学 故事 一 半 保 留 复 制 的 实验 证 明 


第 三 十 四 章 ”DNA 的 损伤 .修复 和 
突变 458 
第 一 节 “DNA 的 损伤 
第 二 节 “DNA 的 修复 
一 、 直 接 修复 
框 34-1 身边 的 生物 化 学 一 一 UV 与 健康 
二 、 切 除 修复 
框 34-2 生化 医药 一 一 切除 修复 缺陷 引发 
的 疾病 以 及 治疗 方法 
三 、 双 链 断 裂 修复 
四 、 损 伤 跨越 
三 节 ”DNA 的 突变 
一 、 罕 变 的 类 型 与 后 果 
二 、 突 变 的 原因 
、 回 复 突 变 与 突变 的 校正 
四 、 突 变 原 与 致癌 物质 之 间 的 关系 以 及 致 


吊 


475 


491 


514 


癌 物 质 的 检测 
科学 故事 一 一 TTDA 的 发 现 


第 三 十 五 章 DNA 重 组 477 

第 一 节 ” 同 源 重组 

一 、 同 源 重组 的 模型 

二 、 参 与 同 源 重组 的 主要 酶 和 和 蛋白质 

三 、 细 菌 的 同 源 重 组 

第 二 节 ”位 点 特异 性 重组 

一 、/ 噬菌体 的 位 点 特异 性 整合 

二 、 鼠 伤寒 沙门 氏 菌 凌 毛 抗原 的 转换 
三 节 ” 转 座 重 组 

一 、 原 核 生 物 的 转 座 

二 、 真 核 生 物 的 转 座 

框 35-1 生化 趣事 一 一 谁 偷 走 了 人 的 DNA? 

三 、 转 座 的 分 子 机 制 

四 、 转 座 重 组 的 调节 

框 35-2 生化 突破 一 一 睡 美 人 转 座 子 的 

复活 

科学 故事 一 一 “跳跃 基因 ”的 发 现 


第 三 十 六 章 “DNA 转录 494 
第 一 节 “DNA 转录 的 一 般 特 征 
第 二 节 ”依赖 DNA 的 RNA 聚合 酶 
一 、 细 菌 的 RNA 聚合 酶 
二 、 真 核 生 物 的 RNA 聚合 酶 
框 36-1 身边 的 生物 化 学 一 一 路 边 的 “ 野 
蘑菇 ”你 不 要 采 ! 
三 、 古 菌 的 RNA 聚合 酶 
四 、 某 些 病毒 的 RNA 聚合 酶 
三 节 ”细菌 的 DNA 转录 
一 、 转 录 的 起 始 
二 、 转 录 的 延伸 
三 、 转 录 的 终止 
第 四 节 ，” 真 核 生 物 核 基因 的 转录 
一 、 真 核 细 胞 核 转 录 系 统 与 细菌 转录 系统 
的 异同 
二 、 真 核 细 胞 核 DNA 的 转录 
第 五 节 上古 菌 的 DNA 转录 
框 36-2 生化 研究 动态 一 一 当 转 录 遇 到 
DNA 损伤 
科学 故事 一 一 mRNA 的 发 现 


VII 


VIII 


560 
562 


第 三 十 七 章 ”转录 后 加 工 。 518 
第 一 他” 细菌 的 转录 后 加 工 
一 、mRNA 前 体 的 后 加 工 
二 、rRNA 前 体 的 后 加 工 
三 、tRNA 前 体 的 后 加 工 
二 节 ，” 真 核 生 物 的 转录 后 加 工 
一 、mRNA 前 体 的 后 加 工 
框 37-1 生化 研究 动态 一 一 U1-snRNP 的 
新 功能 
二 、rRNA 前 体 的 后 加 工 
框 37-2 ”生化 聚焦 一 一 章鱼 抗 寒 的 秘密 
三 、tRNA 前 体 的 后 加 工 
三 节 古 菌 的 转录 后 加 工 
科学 故事 一 一 第 一 例 真 正 核 酶 的 发 现 


第 三 十 八 章 ”基因 组 RNA 的 

复制 。 536 

第 一 节 ”依赖 于 RNA 的 RNA 合成 

一 、 双 链 RNA 病毒 的 RNA 复制 

二 、 单 链 RNA 病毒 的 RNA 复制 

第 二 节 以 DNA 为 中 间 物 的 RNA 复制 
一 、 逆 转录 病毒 的 RNA 复制 

框 38-1 身边 的 生物 化 学 一 有 天 生 不 会 
感染 HIV 的 人 吗 ? 

二 、 某 些 DNA 病毒 生活 史 中 的 逆转 录 现 象 
科学 故事 一 一 逆转 录 酶 的 发 现 


第 三 十 九 音 ”蛋白质 的 生物 合成 及 其 
在 细胞 内 的 降解 。 545 
第 一 节 “参与 翻译 的 主要 生物 大 分 子 
一 、 核 糖 体 
一 、mRNA 
三 、tRNA 
四 、 氮 酰 -tRNA 
五 、 辅 助 蛋白 因子 
第 二 节 ”翻译 的 一 般 特 征 
三 节 ”翻译 的 详细 机 制 
一 、 细 菌 的 蛋白 质 合成 
框 39-1 生化 新 突破 一 一 催化 氨 酰 -tRNA 
合成 的 最 小 核 酶 的 问世 
二 、 真 核 生 物 的 细胞 质 翻 译 系统 
三 、 细 胞 器 翻译 系统 


四 、 古 菌 的 翻译 系统 

第 四 节 ”mRNA 的 质量 控制 

第 五 节 ”翻译 的 抑制 剂 

框 39-2 身边 的 生物 化 学 一 一 为 什么 欧 膝 
毒素 不 会 杀 死 攻 麻 自身 ? 

第 六 节 蛋白质 在 细胞 内 的 降解 

一 、 细 胞 内 不 依赖 于 ATP 的 蛋白 质 降解 
系统 

二 、 细 胞 内 依赖 于 ATP 的 蛋白 质 降解 系统 
科学 故事 一 “N 端 规则 ”的 发 现 


第 四 十 章 ”蛋白 质 的 翻译 后 加 工 及 其 
定向 和 分 拣 。 572 

第 一 节 ”翻译 后 加 工 

框 40-1 生化 探寻 一 一 内 含 肽 的 “内 涵 ” 
第 二 节 蛋白 质 翻 译 后 的 定向 转运 与 
分 拣 

一 、 信 和 号 假说 

二 、 和 蛋白 质 的 共 翻 译 定 向 

三 、 蛋 白质 的 翻译 后 定向 

科学 故事 一 “信和 号 学 说 ”的 发 现 


第 四 十 一 章 ” 再 次 程序 化 的 遗传 解码 

和 翻译 暂停 582 

第 一 节 ”再 次 程序 化 的 遗传 解码 

一 、 翻 译 水 平 的 移 框 

二 、 通 读 

三 、 跳 取 翻 译 

四 、 含 硒 半 胱 氨 酸 和 吡咯 赖 氨 酸 的 参 人 

框 41-1 生化 点 滴 一 一 含 硒 蛋 白 知 多 少 
二 节 ”翻译 暂停 


第 四 十 二 章 ”原核 生物 的 基因 表达 
调控 588 
第 一 节 ”在 DNA 水 平 上 的 调控 
一 、 基 因 的 拷贝 数 
二 、 启 动 子 的 强 弱 
三 、DNA 重 排 
二 节 ， 在 转录 水 平 上 的 调控 
一 、 转 录 起 始 水 平 上 的 调控 
二 、 转 录 终 止 水 平 上 的 调控 一 一 终止 与 搞 
终止 


598 


610 


610 
610 
611 
613 
614 
0615 


615 
610 
616 
617 
620 
621 


621 
622 
0623 


框 41-1 

核 开 关 
三 节 ”在 翻译 水 平 上 的 调控 

一 、 反 义 RNA 

二 、 核 开关 

框 42-2 生化 新 突破 一 一 原核 生物 的 

CRISPR 系统 

、 自 体 调 控 

、mRNA 的 二 级 结构 与 基因 表达 的 调控 

、mRNA 的 稳定 性 与 基因 表达 的 调控 

、 严 紧 应 答 

第 四 节 ， 环境 信和 号 诱发 的 基因 表达 调控 

第 五 节 ”在 基因 组 水 平 上 的 全 局 调控 

一 、 调 季子 

二 、 鸣 菌 体 基 因 表 达 的 时 序 控制 

科学 故事 一 一 “ 核 开 关 "” 的 发 现 


生化 研究 动态 一 一 探测 氟 离 子 的 


届 


省 几 下 


第 四 十 三 章 
调控 。 606 
第 一 节 ”在 染色 质 水 平 上 的 调控 
一 、 组 蛋白 的 共 价 修饰 对 基因 表达 的 影响 
二 、 染 色 质 重 塑 对 基因 表达 的 影响 
三 、 组 蛋白 变 体 对 基因 表达 的 影响 
四 、 人 性 染色 质 构 象 的 变化 与 两 性 基因 剂量 
之 间 的 平衡 

二 节 在 DNA 水 平 上 的 调控 
一 、DNA 扩 增 
二 、DNA 重 排 
三 、DNA 甲 基 化 与 产 甲 基 化 
四 、DNA 印记 
框 43-1 身边 的 生物 化 学 一 一 蜂王 称 王 的 
秘密 
五 、 多 个 启动 子 的 可 变 使 用 

三 节 ”在 转录 水 平 上 的 调控 
一 、 顺 式 作用 元 件 
二 、 转 录 因 子 
三 、 转 录 水 平 调控 的 实例 
第 四 节 ”在 转录 后 加 工 及 运输 水 平 上 的 
一 、 可 变 剪接 
二 、 可 变 加 尾 
三 、 在 mRNA 运输 水 平 上 的 调控 


真 核 生 物 的 基因 表达 


623 


648 


648 
648 
648 
648 


第 五 节 在 翻译 及 翻译 后 加 工 水 平 上 的 
一 、 自 体 调控 

二 、mRNA 区 域 化 

三 、mRNA 的 屏蔽 

四 、RNA 干扰 

框 43-2 生化 研究 动态 一 一 我 们 吃 的 不 仅 
是 食物 ,也许 还 有 “信息 ” 

五 、mRNA 的 稳定 性 与 基因 表达 调控 

六 、 对 翻译 过 程 本 身 的 调节 

科学 故事 一 一 RNAi 的 发 现 


第 四 十 四 章 ”重组 DNA 技术 ”631 
第 一 节 ”重组 DNA 技术 简介 
一 、 基 因 克 隆 的 载体 
二 、 将 外 源 基 因 或 序列 导入 载体 的 工具 
三 、 宿 主 细胞 
四 、 将 重组 DNA 引入 到 宿主 细胞 的 途径 
五 、 重 组 体 的 选择 和 筛选 
第 二 节 ”基因 克隆 的 详细 步 又 
一 、 外 源 DNA 序列 和 目的 基因 的 获得 
二 、 目 的 基因 与 载体 的 连接 
三 节 ”基因 克隆 的 应 用 
一 、 文 库 的 建立 
二 、DNA 序列 分 析 
三 、 表 达 外 源 蛋 白 
四 、 转 基因 动物 和 植物 
五 、 基 因 治 疗 
六 、 基 因 殴 除 
七 、 基 因 逆 减 
八 、 寻 找 未 知 基因 
框 44-1 生化 新 突破 一 人造 生命 的 诞生 
第 四 节 。 聚合 酶 链 式 反应 
第 五 节 蛋白质 工程 
第 六 节 ”研究 核酸 与 蛋白 质 相 互 作用 的 
主要 方法 和 技术 
第 七 节 ”研究 蛋白质 之 间 相 互 作用 的 主 
要 方法 和 技术 
一 、 免 疫 共 沉 淀 
二 、 亲 和 层 析 
、 共 价 交 联 
四 、 荧 光 共 振 能 量 转移 


册 


649 
649 
650 
651 
651 
653 
653 
653 
654 


五 、 生 物 发 光 共 振 能 量 转 移 
六 、 酵 母 双 杂交 

第 八 节 SELEX 技术 
第 九 节 ”生物 芯片 技术 
一 、 基 因 芯 片 


二 、 和 蛋白 质 芯 

第 十 节 ”基因 组 学 研究 概述 
一 、 结 构 基 因 组 学 

二 、 功 能 基因 组 学 


654 
655 


三 、 与 基因 组 学 相关 的 学 科 
框 44-2 生化 热点 一 一 千 人 基因 组 计划 
科学 故事 一 一 PCR 的 发 明 


分 子 生 物 学 思考 题 658 
主要 参考 书目 


推荐 网 站 
本 书 常 见 英文 缩写 


氨基 酸 忆 第 七 章 ”核酸 的 性 质 及 研究 方法 已 第 十 三 章 ” 酶 的 应 用 及 研究 方法 





蛋白 质 的 结构 乙 第 十 四 章 “维生素 与 辅 本 
蛋白 质 的 功能 及 其 与 结构 之 间 的 关系 局 第 九 章 “ 酶 动力 学 C 第 { 五 章 糖 类 
蛋白 质 的 性 质 . 分 类 及 研究 方法 已 第 十 章 酶 的 催化 机 理 马 第 十 六 章 ” 脂 质 与 生物 膜 


核 昔 酸 忆 第 十 一 章 ， 核 酶 的 结构 与 功能 已 第 十 七 章 “激素 及 其 受 体 介 导 的 信和 号 转 导 


核酸 的 结构 与 功能 已 第 十 二 章 酶 活性 的 调 闻 


结构 生物 化 学 内 容 简 介 和 学 习 方 法 


本 篇 的 内 容 可 以 说 是 生物 化 学 最 基础 的 部 
分 ,有 人 把 这 一 部 分 的 内 容 说 成 是 "静态 生物 化 
学 "。 其 主要 内 容 是 各 种 生物 分 子 ( 氨 基 酸 、 核 苷 
酸 、 和 蛋白质、 核酸 \ 酶 、 糖 类 、 脂 质 和 激素 等 ) 的 结 
构 、 性 质 与 功能 ,特别 是 三 类 生物 大 分 子 一 一 蛋 
白质 核酸 和 酶 的 结构 、 性 质 与 功能 。 与 其 他 两 
篇 相 比 ,这 一 篇 的 内 容 更 容易 掌握 。 但 对 刚刚 学 
习 生 物化 学 的 人 来 说 ,掌握 这 部 分 内 容 也 并 非 易 
事 。 如 果 这 一 篇 学 得 不 好 ,一 方面 会 影响 到 学 习 
生物 化 学 的 兴趣 , 另 一 方面 还 会 直接 影响 到 以 后 
两 篇 内 容 的 掌握 。 那 么 ,如 何 学 好 这 一 部 分 内 容 
呢 ? 对 此 我 认为 需要 注意 以 下 几 点 : 

1. 具备 一 定 的 有 机 化 学 知识 

有 机 化 学 与 生物 化 学 的 关系 十 分 密切 ,如 
果 没 有 有 机 化 学 的 基础 , 想 学 好 生物 化 学 是 很 难 
的 。 在 学 习 生 物化 学 的 时 候 , 要 用 到 很 多 有 机 化 
学 里 的 概念 和 知识 ,例如 手 性 、 构 型 构象. 双 键 
的 顺 反 、 孤 对 电子 、. 亲 电 进 攻 \ 亲 核 进攻 等 。 因 此 ， 
在 学 生物 化 学 之 前 ,最 好 先 选 修 有 机 化 学 。 

2. 对 于 生物 分 子 的 结构 ,分 清 哪些 需要 记 ， 
哪些 不 需要 记 , 而 该 记 的 必须 想 尽 一 切 方 法 去 
记 住 

本 篇 内 容 让 人 感到 最 头痛 的 部 分 是 各 种 生 
物 分 子 的 结构 ,包括 结构 式 ` 立 体 结构 三 维 结 
构 , 以 及 研究 相关 结构 的 方法 等 ,如 果 是 蛋白 质 
和 核酸 ,还 有 一 级 结构 .二 级 结构 三 级 结构 ,其 
至 还 有 四 级 结构 。 很 多 人 听 到 “结构 " 这 两 个 字 
就 害怕 ,这 是 大 可 不 必 的 。 殊 不 知 ,并 不 是 每 一 种 
生物 分 子 的 结构 或 者 每 一 个 层次 的 结构 都 需要 
记 。 事 实 上 ,很 多 生物 分 子 的 详细 结构 并 不 需要 
记 , 你 要 用 的 时 候 去 翻 教科 书 或 者 有 关 手 册 就 可 
以 了 ,而 要 记 的 侧重 点 也 会 有 不 同 。 有 的 可 能 仅 
仅 是 需要 记 住 一 类 分 子 的 总 体 结构 ,有 的 则 是 一 
种 分 子 结构 中 最 重要 的 基 团 。 例 如 ,氨基 酸 的 结 
构 通 式 以 及 侧 链 的 水 溶性 ( 亲 水 还 是 疏水 ) 肯定 
是 要 记 的 ,但 并 不 需要 记 住 每 一 种 氨基 酸 侧 链 基 
团 详细 的 化 学 结构 。 味 叭 环 和 喀 啶 环 及 其 编号 需 


要 记 的 ,但 并 不 是 所 有 碱 基 的 结构 都 要 记 住 。 磷 
提 的 结构 只 需要 记 住 其 结构 通 式 和 两 性 的 特征 。 
对 于 一 些 特别 重要 又 难 记 的 内 容 , 我 会 介绍 行 之 
有 效 的 记忆 之 法 ,这 些 方法 有 的 在 与 本 书 配套 的 
数字 课程 中 有 详细 说 明 , 有 的 则 在 与 本 教材 配套 
的 《生物 化 学 学 习 指南 与 习题 解析 》 中 有 专门 的 
讲解 。 

3. 对 于 生物 分 子 的 功能 ,要 紧 扣 它 与 结构 之 
间 的 关系 原则 来 理解 

结构 生物 化 学 部 分 的 重点 是 在 结构 的 基础 
上 ,理解 各 类 生物 分 子 的 功能 和 性 质 。 任 何 一 种 
生物 分 子 所 具有 的 生物 学 功能 是 由 其 特有 的 结 
构 决 定 的 ,不 同 生 物 分 子 在 功能 和 性 质 上 的 差别 
是 由 它们 在 结构 上 的 差别 决定 的 。 例 如 , 氨基酸 
的 结构 性 质 使 其 在 特定 的 条 件 下 ,能 聚合 在 一 起 
形成 多 肽 和 和 蛋白质 ,而 多 肽 和 和 蛋白质 在 三 维 结构 
上 的 多 样 性 和 复杂 性 又 使 其 能 够 在 细胞 内 执行 
和 完成 各 种 各 样 的 生物 学 功能 ; 核 苷 酸 的 结构 性 
质 使 其 在 特定 的 条 件 下 ,能 够 聚合 在 一 起 形成 核 
酸 ,而 核酸 的 结构 特征 使 其 能 够 充当 遗传 物质 ， 
DNA 与 RNA 在 结构 上 的 三 大 差别 使 得 DNA 比 
RNA 更 适合 充当 遗传 物质 ; 单 糖 的 结构 特征 一 方 
面 使 其 特别 适合 充当 细胞 内 重要 的 能 源 分 子 , 另 
一 方面 又 使 其 能 够 聚合 在 一 起 ,形成 多 糖 ,在 结 
构 支 持 或 者 能 量 贮存 上 起 重要 作用 ;磷脂 的 两 性 
性 质 使 其 在 水 溶液 里 ,能 自发 组 装 成 生物 膜 的 结 
构 ; 肌 红 和 蛋白 和 血红 蛋白 在 结构 上 的 共性 使 它们 
都 能 结合 氧气 ,而 在 结构 上 的 差异 使 得 肌 红 蛋白 
适合 为 肌 细 胞 贮备 氧气 ,血红 蛋白 则 适合 为 各 种 
细胞 运输 氧气 。 因 此 ,在 学 习 生 物化 学 的 时 候 ， 
千 万 不 要 孤立 地 去 理解 一 种 生物 分 子 的 结构 或 
者 功能 ,而 需要 将 结构 和 功能 有 机 地 结合 起 来 ， 
学 会 通过 观察 .分析 结构 去 理解 .推测 功能 ,同时 
也 要 学 会 从 功能 反 过 来 去 理解 或 者 还 原 结构 。 

4. 注意 将 各 种 生物 分 子 的 结构 性质 和 功能 
进行 比较 

不 同 的 生物 分 子 在 结构 性质 和 功能 上 既 有 


差别 ,又 有 某 些 共同 或 相似 之 处 。 我 们 在 学 习 的 
时 候 , 既 要 掌握 不 同 生 物 分子 之 间 的 差别 ,又 要 
注意 它们 在 结构 和 功能 上 的 联系 ,还 要 学 会 分 析 
它们 所 具有 的 差别 背后 的 原因 和 可 能 的 生物 学 
意义 。 例 如 ,三 种 生物 小 分 子 一 一 氨基 酸 、 核 苷 酸 


和 单 糖 ,三 种 生物 大 分 子 一 一 和 蛋白质 、 核 酸 和 多 
糖 ,三 种 能 源 贮备 一 一 糖 原 、 脂 肪 和 蛋白质 ,两 种 
核酸 一 RNA 和 DNA; 两 类 激素 提 溶 性 激素 
和 水 溶性 激素 ,两 类 生物 催化 剂 一 一 核 酶 和 酶 ， 
这 几 组 生物 分 子 我 们 都 可 以 对 它们 进行 比较 。 





侧 链 基因 


转 1-1 cx- 和 氨基 酸 的 结构 
通 式 


人 ”第 一 章 ” 腿 基 酸 


氨基 酸 是 一 类 同时 含有 氨基 和 羧基 的 有 机 小 分 子 物 质 。 既 有 氨基 又 有 羧基 的 特性 ,使 得 它们 能 
够 彼此 缩合 成 肽 ,从 而 作为 寡 肽 .多肽 和 蛋白 质 的 组 成 单位 。 尽 管 自 然 界 的 氨基 酸 有 多 种 , 既 有 D 型 
和 工 型 ,又 有 cx 型 和 8 型 ,但 是 组 成 蛋白 质 的 氨基 酸 如 果 有 旋光 异 构 体 的 话 ,只 能 是 工 型 的 xc- 氨基 酸 。 
氨基 酸 除 了 作为 肽 的 组 成 单位 以 外 ,还 是 生物 体内 许多 重要 活性 物质 的 前 体 ,甚至 某 些 氨基 酸 本 身 就 
具有 特殊 的 生理 活性 。 

本 章 将 主要 介绍 22 种 蛋白 质 氨基 酸 的 名 称 结构、 分 类 和 性 质 , 以 及 它们 重要 的 生理 功能 。 


第 一 和 节 氨基酸 的 结构 .种 类 和 分 类 


o- 氨基 酸 的 结构 通 式 如 图 1-1 所 示 , 其 中 的 R 表示 残余 基 团 (residual group ,BR) 或 侧 链 基 团 (side 
chain group), 氨基 和 羧基 都 与 w- 碳 原 子 相 连 。 不 同 的 氨基 酸 具有 不 同 的 R 基 团 ,这 是 区 分 或 分 类 氮 
基 酸 的 依据 。 


一 、 蛋 白质 氨基 栈 

出 现在 蛋白 质 分 子 中 的 氨基 酸 称 为 蛋白 质 氨基 酸 (proteinogenic amino acid), 又 名 标准 氨基 酸 
(standard amino acid)。 和 蛋白 质 氨基 酸 由 遗传 密码 直接 决定 , 目前 已 发 现 有 22 种 ,其 中 最 早 发 现 的 20 
种 较为 常见 。 

20 种 常见 的 蛋白 质 氨基 酸 的 名 称 与 结构 式 见 图 1-2 至 图 1-5。 图 1-6 为 两 种 不 常见 的 蛋白 质 毛 
基 酸 ,其 中 含 硒 半 胱 氨 酸 (又 称 硒 代 半 胱 氨 酸 ,selenocysteine) 为 第 21 种 蛋白 质 氮 基 酸 ,只 存在 于 含 硒 
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蛋白 之 中 ,例如 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 (glutathione peroxidase) 和 一 种 参与 甲状 腺 素 合成 的 去 碘 酶 。 吡 咯 
赖 氨 酸 (pyrrolysine) 为 第 22 种 蛋白 质 氨 基 酸 , 它 最 为 罕见 , 仅 存 在 于 一 些 能 够 产生 甲烷 的 原核 生物 中 ， 


作为 参与 甲烷 合成 的 酶 的 组 分 。 


22 种 蛋白 质 氨 基 酸 的 英文 名 称 可 使 用 三 字母 或 单字 母 缩写 来 表示 ( 表 1-1)。 有 时 ,在 进行 氨基 酸 


组 成 分 析 的 时 候 , 很 难 区 分 两 种 结构 紧密 相关 的 氨基 酸 ,例如 Asp/Asn 或 Clu/Gln, 这 时 可 以 用 Asx 或 


B 表示 Asp/Asn,Glx 或 Z 表 示 Glu/Gln。 


氨基 酸 三 字母 和 单字 
母 缩写 记忆 秘诀 


既然 各 种 氨基 酸 的 差别 在 于 R 基 团 ,就 完全 可 以 根据 它 的 性 质 来 对 蛋白 质 所 基 酸 进行 分 类 。 但 
对 R 基 团 的 性 质 可 从 不 同 的 角度 来 认定 , 故 分 类 氨基 酸 的 方法 也 就 不 止 一 种 。 分 类 的 依据 主要 有 两 
种 :一 是 根据 R 基 团 的 化 学 结构 ,二 是 根据 R 基 团 对 水 的 亲 和 人 性 。 








mm 表 1-1 氨基 酸 的 名 称 、 缩 写 和 性 质 








中 文 名 称 英文 全 名 三 字母 缩写 单字 母 缩写 ”PK.(a- 羧 基 ) ”PK.(o- 氨基 ) PK.(R 基 团 ) 
丙 氮 酸 alanine Ala A 2 9.7 
精 氨 酸 arginine Arg R 2.2 9.0 12.5 
天 冬 酰 胺 asparagine Asn N 2.2 8.8 
天 冬 氮 酸 aspartic acid Asp D 1.9 9.6 3.9 
半 胱 氢 酸 cysteine Cys 必 2.0 10.3 8.4 
谷 氨 酰 胺 glutamine Gln Q_ 2.2 9.1 
谷 氮 酸 gutamic acid Glu 了 2.2 9.7 4.1 
甘氨酸 glycine Gly G 2.4 9.8 
组 氨 酸 histidine His H 1.8 9.3 6.0 
异 亮 氨 酸 isoleucine Je I 2.4 9.7 
亮 氨 酸 leucine Leu L 2.4 9.6 
赖 氨 酸 lysine Lys 及 2 9.0 10.5 
甲 硫 氮 酸 methionine Met M 2.3 9.2 
(蛋氨酸 ) 
葵 丙 氨 酸 Phenylalanine Phe 了 1.8 9.1 
且 氨 酸 proline Pro P 2.0 11.0 
丝氨酸 serine Ser S 字 9.2 13.6 
苏 氨 酸 threonine Thr 区 2 9.6 13.6 
色 氮 酸 tryptophan Trp W 2.4 9.4 
酷 氨 酸 tyrosine Tyr Y 9 9.1 10.5 
统 氨 酸 valine Val V 2.3 9.6 
含 硒 半 胱 氮 酸 selenocysteine Sec U 1.9 10.0 5.7 
吡咯 赖 氨 酸 Pyrrolysine P 刀 O 未 知 未 知 


根据 R 基 团 的 化 学 结构 和 在 pH 7 时 的 带电 状况 ,蛋白 质 氨 基 酸 可 以 分 为 4 类 : 

(1) 非 极 性 的 脂肪 族 氨基 酸 ”包括 Gly、Ala、Val .Leu Ile 和 Pro。Gly 是 最 简单 的 氨基 酸 ,也 是 22 
种 蛋白 质 氮 基 酸 中 唯一 一 种 没有 手 性 的 ,其 R 基 团 仅仅 是 一 个 耳 原 子 ;Ala 的 R 基 团 是 非 极 性 的 甲 基 ， 
Val、Leu 和 te 的 R 基 团 则 是 非 极 性 的 带 有 分 支 的 碳 氢 链 ,它们 都 不 能 与 水 分 子 形成 氢 键 ;Pro 实际 上 
是 一 种 亚 氨基 酸 ,其 侧 链 与 氨基 形成 一 个 刚性 的 环 , 它 和 Gly 一 样 通常 会 造成 多 肽 链 的 弯曲 (参看 第 二 
章 “和 蛋白 质 的 结构 ”)。 

(2) 不 带电 荷 的 极 性 氨基 酸 ”包括 SerThr、Cys\Met\Pyl、Asn 和 Gln。Ser 和 Thr 的 R 基 团 含有 极 
性 的 产 基 ;Asn 和 Cln 分 别 是 Asp 和 Glu 发 生 酰 胺 化 反应 的 产物 ,它们 的 R 基 团 含有 极 性 的 酰胺 基 。 
凑 基 和 酰胺 基 的 存在 使 得 这 4 种 氨基 酸 不 仅 能 和 水 分 子 ,还 可 以 彼此 之 间或 者 与 肽 链 骨架 .其 他 极 性 
化 合 物 之 间 形 成 氢 键 。R 基 团 的 亲 水 性 质 使 得 这 些 氨基 酸 通常 分 布 在 球状 蛋白 质 的 表面 。Cys 和 Met 
的 R 基 团 都 含有 S 原子 ,其 中 Cys 含有 琉 基 ,其 pK. 约 为 8.4, 因 此 Cys 在 生理 pH 下 主要 以 非 解 离 的 
形式 存在 。 溶 液 中 自由 的 Cys 分 子 之 间 可 以 通过 自发 的 氧化 反应 形成 二 硫 键 ,产生 的 胱 氨 酸 存在 于 血 
液 和 组 织 之 中 ,但 其 水 溶性 并 不 高 。 在 蛋白 质 分 子 中 ,两 个 Cys 的 殖 基 也 可 形成 二 硫 键 , 有 助 于 稳定 蛋 
白质 的 三 维 结构 。Met 尽管 也 有 S 原子 ,但 是 其 侧 链 基 团 其 余部 分 是 非 极 性 的 ,因此 有 人 主张 将 Met 
归 为 非 极 性 氨基 酸 。Met 在 代谢 中 的 重要 作用 与 $ 原子 上 的 甲 基 有 关 , 它 受到 激活 以 后 ,可 作为 甲 基 
供 体 参与 多 种 生物 分 子 的 甲 基 化 修饰 ,例如 DNA .RNA 和 组 蛋白 的 甲 基 化 。 

(3) 芳香 族 氨基 酸 包括 Tyr、Phe 和 Trp。 它 们 的 R 基 团 都 含有 葵 环 ,但 极 性 差别 很 大 。 极 性 的 
差别 是 由 葵 环 上 的 取代 基 团 造成 的 。Phe 的 葵 环 上 没有 取代 基 团 ,因此 其 非 极 性 最 强 ;Tyr 的 葵 环 上 含 
有 羟基 ,能 够 参与 氢 键 的 形成 ,因此 它 的 R 基 团 极 性 最 强 ;Trp 的 环 结构 较 复杂 ,但 其 叫 吃 环 上 的 N 原 
子 能 参与 氨 键 的 形成 ,因而 它 的 极 性 比 Phe 强 。 


(4) 带电 荷 的 极 性 氨基 酸 ”包括 Asp、Glu .Sec 、Lys、Arg 和 His, 其 中 前 三 种 带 负 电荷 ,后 三 种 带 正 
电荷 。Asp 和 Glu 为 酸性 氨基 酸 ,其 R 基 团 带 有 羧基 ,Sec 的 R 基 团 是 硒 醇 基 (selenol), 其 pK.=5.74, 因 
此 在 生理 pH 下 即 发 生 解 离 ,而 带 负 电荷 ;Lys、Arg 和 His 为 碱 性 氨基 酸 ,它们 的 R 基 团 在 生理 pH 或 
更 低 pH 下 被 质子 化 而 带 正 电 荷 。His 的 R 基 团 有 一 个 含 N 的 咪唑 环 ,Lys 含有 的 是 一 级 的 s- 氨基 ， 
Arg 含有 的 是 县 基 。 碱 性 氨基 酸 R 基 团 上 的 正 电荷 能 够 与 带 负电 荷 的 基 团 ( 如 酸性 氨基 酸 的 R 基 团 
和 某 些 辅酶 分 子 上 的 磷酸 基 团 ) 形 成 离子 键 。 此 外 ,酸性 氨基 酸 和 碱 性 氨基 酸 的 R 基 团 也 参与 形成 
氢 键 。 

如 果 仅 根据 R 基 团 对 水 分 子 的 亲 和 性 ,可 将 氨基 酸 简 单 地 分 为 两 类 : 

(1) 亲 水 氨基 酸 (hydrophilic amino acid) 亲 水 氨基 酸 的 R 基 团 有 极 性 ,对 水 分 子 具 有 一 定 的 亲 
和 性 ,一般 能 和 水 分 子 之 间 形 成 氢 键 。 属 于 亲 水 氨基 酸 的 有 Ser、Thr 、Tyr、Cys Sec、Asn 、Gln、Asp、Glu、 
Pyl、Arg、Lys His。 

(2) 朴 水 氨基 酸 (hydrophobic amino acid) 下 水 氨基 酸 的 R 基 团 呈 非 极 性 ,对 水 分 子 的 亲 和 人 性 不 
高 或 者 很 低 ,但 对 脂 溶性 物质 的 亲 和 性 较 高 。 属 于 玻 水 氨基 酸 的 有 Gly、Ala Val Leu lle Pro Met\Phe 
和 Trp。 

在 玻 水 氨基 酸 之 中 ,Gly 和 Met 的 朴 水 性 与 其 他 朴 水 氨基 酸 相 比 要 差 ,原因 是 Gly 侧 链 为 氧 原 子 ， 
不 是 碳 氢 链 ,Met 侧 链 含 有 与 氧 原 子 性 质 相 似 的 $, 因 此 有 人 把 这 两 种 氨基 酸 放 到 亲 水 氨基 酸 之 中 ,或 
者 干脆 将 它们 另 立 为 一 类 中 性 氨基 酸 。 

要 特别 注意 的 是 ,所 有 的 氨基 酸 一 般 都 溶 于 水 ,原因 是 它们 都 含有 亲 水 的 氨基 和 羧基 ,只 是 水 深 
性 有 高 有 低 。 

R 基 团 并 非 是 氨基 酸 分 类 的 唯一 标准 ,有 时 还 可 以 根据 它们 对 于 动物 (通常 指 人 ) 的 营养 价值 ,将 
20 种 常见 的 蛋白 质 氨基 酸 分 为 必需 氨基 酸 (essential amino acid) 和 非 必需 氨基 酸 (nonessential amino 
acid)。 必 有 需 氨基 酸 是 指 人 体 或 动物 体 必 不 可 少 , 但 却 不 能 合成 ,或 者 虽 能 合成 ,但 合成 量 不 够 ,必须 从 
食物 中 补充 的 氨基 酸 。 如 果 饮 食 中 经 常 缺 少 它们 ,就 会 影响 到 机 体 的 健康 。 必 需 氨基 酸 共 有 10 种 : 
Lys 、Trp Phe、Met Thr Ile .Leu、Val Arg 和 His。 人 体 虽 能 够 合成 Arg 和 His ,但 合成 的 量 在 特定 阶段 
(如 青少年 发 育 和 妇女 在 怀孕 期 间 ) 不 能 满足 正常 的 需要 ,因此 这 两 种 氨基 酸 又 称 为 半 必 需 氨 酸 (semi- 
essential amino acid)。 余 下 的 氨基 酸 则 属于 非 必需 氨基 酸 ,动物 体 自 身 可 以 进行 有 效 的 合成 ,它们 是 : 
Ala Asn\Asp\Gln.Glu .Pro\Ser\Cys Tyr 和 Gly。 


二 、 非 蛋白 质 氨 基 酸 

非 蛋 白质 氨基 酸 也 称 为 非 标准 氨基 酸 ,在 蛋白 质 生 物 合成 的 时 候 , 它 们 并 不 能 直接 参 和 到 肽 链 之 
中 ,要 么 是 蛋白 质 氨 基 酸 在 翻译 以 后 经 化 学 修饰 的 后 加 工 产 物 ,例如 4- 羟 睛 氨 酸 (4-hydroxyproline)、5- 
羟 赖 氨 酸 (5-hydroxylysine) 和 甲 酰 甲 硫 氨 酸 ,要 么 在 体内 以 游离 的 形式 存在 ,具有 特殊 的 生理 功能 或 
者 作为 代谢 的 中 间 物 和 某 些 物 质 的 前 体 , 但 从 来 不 会 参 人 到 和 蛋白质 分 子 之 中 ,例如 在 动物 体内 充当 神 
经 递 质 的 /一 氨基 丁 酸 (gamma-aminobutyric acid,GABA) 作为 维生素 泛酸 组 分 的 8- 丙 氨 酸 和 参与 尿素 
循环 的 鸟 氮 酸 (ornithine) 及 瓜 氨 酸 (citrulline) (参看 第 三 十 一 章 “ 毛 基 酸 代谢 ”)。 


第 二 节 ” 殷 基 酸 的 性 质 和 功能 


一 、 氮 基 酸 的 性 质 
氨基 酸 的 性 质 是 由 其 结构 决定 的 ,22 种 蛋白 质 氮 基 酸 都 含有 o- 氨基 (Pro 为 亚 氨基 ) 和 o- 羧基 ， 
因此 有 许多 共同 的 性 质 , 而 R 基 团 的 不 同 则 导致 个 别 氨基 酸 还 有 某 些 特殊 的 性 质 。 


必需 与 非 必需 氨基 酸 
名 称 记忆 的 秘诀 


CHO CHO 
HO 了 皇 OH 
CHOH CHOH 
L- 甘 油 醛 。D- 甘 油 醛 
COOH COOH 
HIN = 了 HH 十 NH， 
R 


L- 氨 基 酸  D- 氯 基 酸 


1-8 上 型 和 D 型 氨基 栈 
的 Fischer 投射 式 结构 


细菌 的 肽 聚 糖分 子 
中 含 用 D 型 氨基 酸 ,这 对 细 
菌 有 什么 好 处 ? 








哪些 蛋白 质 氨基 酸 
的 及 基 团 可 解 离 ? 请 用 氢 基 
酸 单 字母 缩写 来 表示 。 


(一 ) 氨基 酸 的 共同 性 质 

1. 缩合 反应 

如 图 1-7 所 示 ,在 一 定 的 条 件 下 ,一 个 氨基 酸 的 氨基 可 以 和 另外 一 个 氨基 酸 的 羧基 发 生 缩 合 反 应 ， 
以 酰胺 键 或 肽 键 相 连 形成 肽 。 此 反应 是 肽 的 人 工 合成 或 生物 合成 的 分 子 基 础 。 





出 | 下 二 
| 
H2NCHCOH + 后 HNCHC 一 NCHCOH + H.O 
| 
H 人 世 


肽 键 
1-7 氨基酸 的 缩合 反应 一 一 肽 键 的 形成 


2. 手 性 

除了 甘氨酸 ,其 余 氨基 酸 均 至 少 含有 一 个 不 对 称 碳 原子 (Thr 和 lle 有 两 个 手 性 碳 原子 ), 因 此 都 具 
有 手 性 (chirality)。 如 图 1-8 所 示 ,如果 以 工 型 甘油 醛 和 D 型 甘油 醛 为 参照 物 , 具 有 不 对 称 碳 原 子 的 所 
基 酸 就 有 D 型 和 工 型 两 种 对 映 异 构 体 (enantiomer) 或 镜像 异 构 体 。 实 验证 明 ,和 蛋白质 分 子 中 的 不 对 称 
氨基 酸 都 是 工 型 。D 型 氨基 酸 仅 存在 于 一 些 特殊 的 抗菌 肽 (如 短 杆菌 肽 ) 和 细菌 细胞 壁 的 主要 成 分 一 一 
肽 聚 糖 之 中 ,它们 不 能 参 入 到 在 核糖 体 上 合成 的 多 肽 或 蛋白 质 分 子 之 中 。 

必须 指出 的 是 ,氨基 酸 的 D 型 和 工 型 与 氨基 酸 的 旋光 方向 没有 必然 的 联系 ,也 就 是 说 , 某 些 工 型 
氨基 酸 使 偏振 光 的 振动 方向 顺 时 针 旋 转 ( 正 值 ), 而 另 一 些 则 是 逆 时 针 旋转 ( 负 值 )。 因 此 一 种 氨基 酸 的 
旋光 方向 需要 通过 实验 (旋光 仪 ) 来 测定 。 

3. 特殊 的 酸 碱 性 质 与 等 电 点 








二 基本 而 于 同时 间 有 各 狂 的 名 拓 条 羡 ，oreianrotsierinatoaaanpaaniaaoaaaeagoaooponopaoaona 
性 的 羧基 ,因此 具有 特殊 的 解 离 性 质 ,但 一 种 如 这 人 

氨基 酸 的 碱 性 和 酸性 分 别 弱 于 单纯 的 腕 和 羧 。 HNCHCO + 了 H0 HNCHCOH + HO 
酸 。 一 个 氨基 酸 分 子 内 部 的 酸 碱 反应 使 氨基 。 西 性 离 了 全 公公 

酸 能 同时 带 有 正 负 两 种 电荷 ,以 这 种 形式 存 R Oo 在 碱 性 R o 

在 的 离子 称 为 两 性 离子 (zwitterion) 或 兼 性 离 ie + OH 这 | + IO 
子 ( 图 1-9)。 实 际 上 ,游离 的 氨基 酸 在 生理 ”两 性 离子 去 质子 化 


pH 下 ,主要 以 两 性 离子 的 形式 存在 。 与 单纯 
的 胺 或 单纯 的 羧 酸 相 比 ,氨基 酸 具有 更 高 的 
熔点 (超过 200Y ) 和 更 高 的 水 浴 性 ,这 是 氨基 酸 主要 以 两 性 离子 存在 的 证 据 。 

在 溶液 中 ,一 个 氨基 酸 主要 以 哪 一 种 形式 存在 则 取决 于 溶液 的 pH。 如 果 不 考 虑 R 基 团 可 能 具有 的 解 
离 性 质 , 则 以 两 性 离子 形式 存在 的 氨基 酸 在 强酸 浴 液 中 ,其 羧基 接受 质子 ,从 而 转变 为 不 带电 荷 的 羧基 ; 相 
反 , 在 强 碱 性 洲 液 中 ,其 氨基 则 失去 质子 而 成 为 不 带电 荷 的 基 团 ( 图 1-9)。 

如 果 将 R 基 团 考虑 进去 ,那么 有 10 种 蛋白 质 氮 基 酸 的 R 基 团 具 有 解 离 的 性 质 ,这些 R 基 团 是 否 
解 离 可 直接 影响 到 这 10 种 氨基 酸 的 带电 状态 。 然 而 ,对 于 任何 一 种 氨基 酸 来 说 ,总 存在 一 定 的 pH， 
使 其 净 电 荷 为 零 , 这 时 的 pH 称 为 等 电 点 (isoelectric point,p1)。 

p7 是 一 种 氨基 酸 的 特征 常数 。 当 一 种 氨基 酸 处 于 pH=py 的 溶液 中 ,这 种 氨基 酸 绝 大 多 数 处 于 两 
性 离子 状态 ,少数 可 能 解 离 成 阳离子 和 阴离子 ,但 解 离 成 阴 、 阳 离子 的 趋势 和 数目 相等 ,由 于 所 带 的 净 
电荷 为 0, 因而 若 处 在 电场 中 , 则 不 会 向 两 极 移动 。 利 用 上 述 性 质 ,很 容易 推导 出 各 种 氨基 酸 pr 的 计 
算 公式 ,也 可 以 使 用 酸 、 碱 滴定 的 方法 直接 测 出 各 种 氨基 酸 的 p7( 图 1-10)。 计 算 一 种 氨基 酸 的 p7 的 
具体 步骤 是 :四 找 出 这 种 氨基 酸 所 有 的 可 解 离 基 团 , 并 注 明 它们 各 自 的 pK,;@) 假 定 将 它 放 在 极 低 的 
pH 下 ,这 时 它 所 有 的 可 解 离 基 团 都 处 于 非 解 离 的 质子 化 状态 ;@@ 逐 步 提 高 溶液 的 p 卫 ,可 解 离 基 团 按 








框 1-1 生物 医药 一 一 药物 的 手 性 

在 Lewis Carroll 的 经 典 童 话 书 中 , 女 主角 爱丽 丝 一 直 想 知道 ,镜子 里 面 的 牛奶 (玻璃 奶 ) 是 否 好 喝 。 对 
于 这 个 问题 ,学 过 生物 化 学 的 人 一 定 会 这 样 回答 ,玻璃 奶 不 一 定好 喝 ,但 喝 下 去 是 一 定 消化 和 吸收 不 了 的 。 

许多 有 机 分 子 , 包 括 生物 分 子 和 药物 都 有 镜像 之 分 ,但 在 生物 体内 ,一 般 只 用 或 只 有 其 中 的 一 种 。 例 
如 , 氮 基 酸 是 工 型 , 糖 类 是 D 型 ,这 是 因为 催化 它们 合成 以 及 利用 它们 的 酶 具有 立体 专 一 性 。 正 因为 如 此 ， 
所以 “玻璃 奶 ” 中 的 糖 一 定 是 工 型 ,而 蛋白 质 中 的 氨基 酸 一 定 是 D 型 ,这 样 的 牛奶 进入 消化 器 官 ,水 解 酶 
识别 不 了 , 肠 道 膜 上 的 转运 蛋白 也 识别 不 了 。 

制药 工程 师 们 越 来 越 关 注 制造 出 来 的 药品 的 立体 化 学 纯度 ,这 里 举 几 个 例子 :1960 年 在 欧洲 ,出 现 了 
一 种 处 方药 物 叫 沙 利 度 胺 ,是 一 种 镇 静 剂 。 在 这 一 年 , 数 百 名 在 怀孕 期 间 服用 沙 利 度 胺 的 妇女 , 生 下 的 婴 
儿 有 严重 的 缺陷 。 原 来 ,她 们 服用 的 沙 利 度 胺 是 两 种 对 映 异 构 体 的 混合 物 , 其 中 一 种 有 镇 静 作 用 , 另 一 种 
却 可 致 畸 。 再 如 ,治疗 感冒 或 过 敏 的 抗 组 胺 药 常 见 的 副作用 之 一 是 嗜睡 ,这 也 是 由 于 抗 组 胺 药 的 主要 成 分 
是 对 贞 寞 构 体 的 混合 物 ,一 种 导致 嗜睡 , 另 一 种 是 很 好 的 减 充血 剂 。 目 前 市 场 上 的 止痛 药 布 洛 芬 也 是 对 映 
异 构 体 的 混合 物 , 但 其 中 的 一 种 更 有 效 。 除 了 药物 以 外 ,味觉 和 嗅觉 的 产生 也 具有 很 强 的 立体 专 一 性 , 例 
如 , 香 谨 酮 一 对 对 映 异 构 体 中 的 一 种 具有 薄荷 气味 , 另 一 种 具有 酝 葛 的 香气 ;柠檬 烯 的 一 对 对 映 寞 构 体 中 
的 一 种 具有 柠檬 的 气味 , 另 一 种 则 具有 橙子 的 香气 。 药 物 在 体内 的 生物 效应 依赖 于 药物 与 细胞 内 特定 的 
酶 或 蛋白 质 的 相互 作用 ,而 味觉 和 嗅觉 的 产生 则 分 别 依赖 于 味觉 和 嗅觉 分 子 与 特定 受 体 之 间 的 相互 作用 ， 


这 些 相 互 作用 都 具有 高 度 的 立体 专 一 性 。 
旋 体 。 为 了 保证 药物 的 安全 性 ,需要 将 对 映 异 构 体 分 开 。 
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图 -1 10 “两 氢 酸 的 滴定 曲线 


一 种 药物 若是 完全 用 化 学 手段 合成 的 ,最 后 得 到 的 通常 就 是 消 


照 pK. 从 低 到 高 的 顺序 依次 释放 出 
质子 , 即 pK. 越 低 的 就 越 先 释放 出 质 
子 ; 田 写 出 所 有 可 能 的 解 离 形 式 , 并 
找 出 净 电 荷 为 0 的 形式 ;@ 将 净 电 
荷 为 0 形式 两 侧 的 pK. 相 加 除 以 2。 
根据 上 述 计算 的 方法 ,不 难得 出 :对 

于 只 含有 两 个 pK, 的 即 侧 链 上 无 可 
解 离 基 团 的 氨基 酸 (A、F、G、IL、M、 
N\、P、Q、V、W) 而 言 ,它们 的 p! 是 将 
两 个 pK. 相 加 除 以 2, 对 于 两 个 酸性 
氨基 酸 (D 和 了 ) 而 言 , 是 将 两 个 最 低 
的 pK. 相 加 除 以 2, 而 对 于 3 个 碱 性 
氨基 酸 (H、K、R) 而 言 , 是 将 两 个 最 
高 的 pK. 相 加 除 以 2。 


此 外 ， 一 种 氨基 酸 在 pH 等 于 其 P/ 的 溶液 中 的 水 深 忆 隆 最 低 , 因 此 有 些 玻 水 氨基 酸 在 pH 等 于 其 p7 


的 溶液 中 会 发 生 沉淀 。 
4. R 基 团 的 疏水 性 


R 基 团 的 疏水 性 (hydropathy) 是 一 种 氨基 酸 的 R 基 团 对 下 水 环境 的 相对 亲 和 能 力 。 


玻 水 性 越 高 ,那么 它 对 玻 水 环境 的 亲和力 就 越 高 。 


一 个 氨基 酸 


氨基 酸 的 玻 水 性 直接 影响 到 和 蛋白质 的 折 县 。 在 水 浴 液 之 中 ,下 水 氨基 酸 一 般 位 于 蛋白 质 内 部 ， 
亲 水 氨基 酸 位 于 蛋白 质 的 表面 ,这 是 驱动 蛋白 质 折 肘 的 动力 之 一 。 但 带 相反 电荷 的 极 性 氨基 酸 有 可 


能 成 对 地 存在 于 一 种 球状 蛋白 质 的 内 部 。 





根据 上 述 方法 , 计 
算出 Tyr 和 Cys 的 等 电 点 。 


与 氨基 酸 有 关 的 各 种 


反应 性 质 
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5. 氨基 酸 氨基 和 羧基 参与 的 化 学 反应 

氨基 和 羧基 都 是 比较 活泼 的 官能 团 ,它们 在 特定 的 条 件 下 ,能 与 多 种 试剂 起 反应 。 这 里 只 介绍 几 
种 重要 的 反应 : 

() 与 2,4- 二 硝 基 氟 葵 的 反应 ”在 弱 碱 性 溶液 中 , 氨基酸 的 o- 氨基 很 容易 与 2,4- 二 硝 基 氟 茶 
(2,4-dinitrofluorobenzene,DNFB) 起 反应 ,生成 稳定 的 黄色 物质 一 一 2,4- 二 硝 基 茶 氨 基 酸 (dinitrophenyl 
amino acid,DNP- 氨基 酸 )。 此 反应 最 初 由 Frederick Sanger 发 现 ,因此 也 叫 Sanger 反应 ,而 DNFB 也 称 
为 Sanger 试剂 。 

多 肽 或 蛋白 质 在 N 端 游离 的 x- 氨基 也 能 与 DNFB 反应 ,但 生成 的 是 DNP- 多 肽 或 DNP- 蛋白 质 
由 于 DNP 与 氨基 结合 牢固 ,不易 被 水 解 ,因此 当 DNP- 多 肽 被 酸 完全 水 解 以 后 ,原来 的 N 册 关 雪上 
成 为 黄色 的 DNP- 氨基 酸 。 因 为 DNP- 氨基 酸 溶 于 乙酸 乙 酯 或 乙醚 等 有 机 溶剂 ,所 以 可 以 用 这 两 种 试 
剂 对 其 进行 抽 提 ,随后 进行 色谱 分 析 , 并 以 标准 的 DNP- 氨基 酸 作为 对 照 ,就 可 以 鉴定 出 此 氨基 酸 的 种 
类 。Sanger 当初 就 是 使 用 上 述 方法 , 测 出 胰岛 素 两 条 链 在 N 端的 氨基 酸 。 现 在 仍然 有 人 使 用 他 发 明 
的 方法 ,来 鉴定 多 肽 或 蛋白 质 的 N 端 氨基 酸 。 


| 
全 六 + _HN 一 CH 一 COOH 


NO, NO， 
DNFB DNP- 氨 基 酸 





| 
ON HN 一 CH 一 COOH + HEF 


(2) 与 异 硫 氰 酸 茶 酯 的 反应 在 弱 碱 性 条 件 下 ,氨基 酸 的 o- 氮 基 可 与 异 硫 氰 酸 葵 酯 
(phenylisothiocyanate,PITC) 反应 ,生成 相应 的 葵 氮 基 硫 甲 酰 氨基 酸 (PTC- 氨基 酸 )。 在 酸性 条 件 ( 如 
HF 和 三 氟 乙 酸 ) 下 ,PTC- 氨基 酸 会 迅速 环 化 ,形成 稳定 的 葵 乙 内 酰 硫 脲 氨基 酸 (phenylthiohydantoin 
amino acid,PTH- 氨基 酸 ) (图 1-11)。 


R O R O 
Le 1 
0 oH- 天 As 
N 一 C 一 8 + HN 一 CH 一 C 一 0H 一 一 NH 一 C 一 NH 一 CH 一 C 一 OH 
WU | 
S 





PITC 
F:CCOOH 
有 R O 
中 一 人 ， 





侠 1-11 和 氢 基 酸 与 PITC 的 反应 


多 肽 链 N 端 氨基 酸 的 w- 氨基 如 果 没 有 被 封闭 ,例如 甲 酰 化 修饰 ,那么 也 能 发 生 此 反应 ,生成 
PTC- 肽 。 在 酸性 溶液 中 ,PTC- 肽 会 释放 出 末端 的 PTH- 氨基 酸 ,而 产生 比 原来 少 1 个 氨基 酸 残 基 的 
肽 链 。 新 暴露 出 来 的 N 端 氨基 可 再 次 进行 同样 的 反应 。 经 过 多 次 重复 ,N 端的 氨基 酸 依次 释放 出 来 ， 
成 为 PTH- 氨基 酸 。 由 于 PTH- 氨基 酸 在 酸性 条 件 下 极 稳定 ,并 可 溶 于 乙酸 乙 酯 ,因此 在 每 一 次 反应 
结束 以 后 用 乙酸 乙 酯 抽 提 ,再 经 高 效 液 相 层 析 ,就 可 以 确定 肽 链 N 端 氨基 酸 的 种 类 ,并 逐步 确定 出 一 
个 完整 的 多 肽 链 上 的 氨基 酸 顺 序 。 氮 基 酸 自动 顺序 分 析 仪 就 是 根据 该 反应 原理 而 设计 的 。 

(3) 与 节 三 酮 的 反应 ”氨基 酸 与 水 合 间 三 酮 (ninhydrin) 一 起 在 水 溶液 中 加 热 , 可 发 生 反应 ,生成 
蓝 紫 色 物 质 。 反 应 的 基本 步骤 为 :首先 是 氨基 酸 被 水 合 草 三 酮 氧化 分 解 成 醛 、. 氨 和 CO,, 同 时 等 量 的 


水 合 划 三 酮 被 还 原 , 然 后 在 弱酸 性 条 件 下 , 氨 、 还 原型 草 三 酮 和 另 一 分 子 曹 三 酮 缩合 生成 一 种 蓝 紫 色 
物质 。 


O 


O O 
OH 
oneorGTC GCT] 生 roow 
R 
O 


O O 

氨基 酸 划 三 柄 蓝 紫 色 物 质 

所 有 的 氨基 酸 以 及 同时 具有 游离 - 氨基 和 o- 羧基 的 肽 都 与 曹 三 酮 起 反应 ,并 产生 蓝 紫 色 物 质 ， 
只 有 且 氨 酸 和 它 的 修饰 产物 ( 产 睛 氨 酸 ) 与 曹 三 酮 反应 产生 黄色 物质 。 此 反应 十 分 灵敏 ,对 反应 所 生 
see em wen 
基 酸 时 作为 显 色 剂 ,对 氨基 酸 进行 定性 或 定量 分 析 。 在 法 医学 上 ,可 使 用 曹 三 酮 反应 来 采集 犯罪 嫌疑 
人 在 现场 留 下 来 的 指纹 。 因 为 手 汗 中 含有 多 种 氨基 酸 和 肽 , 遇 节 三 酮 后 能 起 显 色 反应 

际 于 反 主 放 剖 浊 妥 的 化 闻 后 放 因 外, 吉 半 几 下 统 与 二 二 统 时 诬 关 入 出 特征 怀 证 二 他 质 也 有 
用 于 氨基 酸 的 定量 或 定性 分 析 。 

(二 ) 个 别 氨基 酸 的 侧 链 性 质 和 对 和 蛋白质 功能 的 贡献 

不 同 氨基 酸 的 差别 在 于 R 基 团 的 不 同 。 不 同 的 会 给 一 种 氨基 酸 带 来 一 些 特 有 的 性 质 , 同 时 它们 
对 一 种 蛋白 质 的 生物 学 功能 也 会 有 不 同 的 贡献 。 

1. Trp、Phe 和 Tyr 的 紫外 吸收 性 质 

Trp、Phe 和 Tyr 这 三 种 氨基 酸 的 R 基 团 含 
有 茶 环 ,这 使 得 它们 对 在 近 紫 外 (230~300 nm) 波 
长 范围 内 的 光 具 有 强 吸收 (图 1-12)。 其 中 ,Trp 
和 Tyr 的 吸收 峰 靠近 280 nm ,与 核 苷 酸 或 核酸 的 
吸收 不 同 ( 吸 收 峰 在 260 nm)。 利 用 上 述 性 质 可 
用 来 定性 .定量 测定 蛋白 质 

2. 个 别 氨基 酸 的 R 基 团 对 蛋白 质 功 能 的 
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R 基 团 有 亲 水 的 和 朴 水 的 两 类 , 琉 水 的 R 
基 团 缺 乏 反应 性 ,因此 它们 一 般 对 蛋白 质 的 功能 
200 220 240 260 280 300 320 ”没有 直接 的 贡献 ,所 起 的 作用 主要 是 结构 上 的 。 

本 蛋白 质 需要 它们 形成 朴 水 核心 来 驱动 折 答 ,并 稳 
ins 定 三 维 结构 ,少数 蛋白 质 会 利用 它们 组 装 成 朴 水 
的 口袋 ,以 结合 脂 溶性 分 子 。 与 此 相反 , 亲 水 的 氨基 酸 在 侧 链 上 含有 各 种 反应 性 基 团 , 正 是 这 些 反应 
性 基 团 赋予 大 多 数 蛋 白质 能 够 行使 各 种 各 样 的 生物 学 功能 。 例 如 酶 分 子 ,没有 亲 水 基 团 的 参与 , 它 是 
无 法 催化 反应 的 。 下 面 就 重点 解释 几 种 最 重要 的 亲 水 侧 链 对 蛋白 质 功能 的 主要 贡献 ， 

(1) 含有 羟基 的 侧 链 ”Ser、Thr 和 Tyr 这 三 种 氨基 酸 的 侧 链 含有 羟基 ,而 产 基 含有 孤 对 电子 ,可 作 
为 亲 核 基 团 参与 多 种 酶 的 催化 。 另 外 ,这 三 种 氨基 酸 侧 链 上 的 羟基 ,可 被 磷酸 化 修饰 。 机 体 ( 主 要 是 
真 核 生物 ) 可 使 用 这 种 方式 来 调节 多 种 酶 和 蛋白 质 的 活性 。 

@) 含有 s_ 氨基 的 侧 链 “Lys 的 侧 链 含有 s_ 氨基 ,而 s_- 氨基 含有 孤 对 电子 ,因此 也 可 以 作为 亲 
核 基 团 参与 多 种 酶 的 催化 ( 详 见 第 十 章 “ 酶 的 催化 机 理 " )。 许 多 蛋白 质 的 辅 基 含有 羧基 (如 生物 素 和 
硫 辛酸 ) 能 够 与 。- 氨基 生成 酰胺 键 ,从 而 实现 与 蛋白 质 的 共 价 连接 。 此 外 ,s- 氨基 可 以 发 生 特定 的 
化 学 修饰 ,如 乙酰 化 . 甲 基 化 和 磷酸 化 。 组 蛋白 可 以 通过 这 种 修饰 调节 活性 ,从 而 影响 到 基因 的 表达 
(参看 第 四 十 三 章 “ 真 核 生物 的 基因 表达 调控 " )。 





氨基 酸 与 亚 硝酸 或 甲 
醛 的 反应 及 用 途 
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与 氨基 酸 R 基 团 有 
关 的 反应 及 其 用 途 


(3) 含有 一 基 和 硒 醇 基 的 侧 链 ”Cys 含有 琉 基 , 琉 基 也 可 以 作为 亲 核 基 团 参 与 多 种 酶 的 催化 。 此 
外 ,两 个 Cys 的 区 基 可 被 氧化 成 二 硫 键 。 二 硫 键 对 于 许多 和 蛋白 质 的 三 维 结构 有 稳定 作用 (参看 第 二 章 
“和 蛋白质 的 结构 ”)。Sec 含有 更 容易 氧化 的 硒 醇 基 , 因 此 它 在 蛋白 质 分 子 中 具有 抗 氧 化 的 活性 。 

(4) 含有 咪唑 基 的 侧 链 ”His 的 侧 链 含有 咪唑 环 , 咪 唑 环 的 pK. 接近 7 的 性 质 使 得 它 在 生理 条 件 
下 , 既 可 以 作为 质子 受 体 , 又 可 以 作为 质子 供 体 , 故 许 多 酶 的 活性 中 心 含有 His。 

(5) 含有 羧基 的 侧 链 ” 谷 氨 酸 和 天 冬 氮 酸 的 侧 链 含有 非 x- 羧基 ,这 种 羧基 在 特定 的 情况 下 可 以 
作为 质子 供 体 ( 非 解 离 的 状态 ) 或 受 体 ( 解 离 的 状态 ), 许 多 酶 利用 它们 作为 一 种 催化 的 手段 一 一 广义 的 
酸 碱 催化 (参看 第 十 章 “ 酶 的 催化 机 理 ”)。 另 外 , 解 离 的 羧基 带 有 负电 荷 , 有 些 金属 蛋白 利用 它们 结合 
金属 离子 。 

此 外 , 某 些 氨基 酸 的 侧 链 可 以 发 生 特 殊 的 反应 ,这 些 反应 对 于 未 知 氨基 酸 的 鉴定 很 有 用 。 


二 、 氮 基 酸 的 功能 

氨基 酸 的 主要 功能 包括 :中 作为 各 种 肽 的 组 成 单位 ;@ 作 为 多 种 生物 活性 物质 的 前 体 ,例如 ,NO 
的 前 体 是 Arg, 组 胺 的 前 体 是 His, 褪 黑 激 素 的 前 体 是 Trp ,乙烯 的 前 体 是 Met, 嗓 叭 核 苷 酸 从 头 合成 的 
前 体 有 Gln、Asp 和 Gly;@@) 作 为 神经 递 质 , 例 如 ,Glu 在 脑 组 织 中 可 作为 一 种 兴奋 性 神经 递 质 , 而 它 的 脱 
羧基 产物 GABA 是 一 种 抑制 性 神经 递 质 ; 四 其 碳 骨 架 可 氧化 分 解 产 生 ATP; 吕 作为 糖 异 生 或 酮 体 合成 
的 前 体 (参看 第 三 十 一 章 “所 基 酸 代谢 ”)。 


第 三 节 “氨基酸 的 分 离 与 纯化 





根据 氨基 酸 之 间 在 物理 性 质 ( 大 小 ) 或 化 学 性 质 ( 电 荷 ) 上 的 差别 ,人 们 已 经 建立 了 多 种 分 离 .纯化 
氮 基 酸 的 方法 ,其 中 主要 的 方法 是 电泳 和 层 析 。 


一 、 电 泳 

电泳 (eleetrophoresis) 是 指 带电 的 颗粒 或 生物 分 子 在 外 加 电场 作用 下 ,向 带 相反 电荷 的 电极 做 定 
向 移动 的 现象 。 显 然 ,带电 粒子 或 分 子 的 大 小 ,形状 .所 带 的 净 电 荷 多 少 等 都 会 影响 它们 的 电泳 速率 。 
在 待 分 离 样品 中 ,各 种 生物 分 子 的 带电 性 质 以 及 大 小 ,形状 等 存在 的 差异 使 得 它们 的 " 沪 动 速率 不 
again， nn 
鉴定 或 纯化 。 

电泳 技术 有 多 种 方式 ,但 一 般 根据 有 无 
支持 物 将 其 分 为 无 支持 物 的 自由 电泳 (free 
electrophoresis) 和 有 支持 物 的 区 带电 泳 (zone 
electrophoresis) 两 大 类 。 前 者 包括 显 微 电 泳 、 
等 电 聚 焦 电泳 及 密度 梯度 电泳 等 。 区 带电 沪 
则 包括 以 滤纸 作为 支持 物 的 纸 电泳 ` 以 醋酸 纤 
维 素 等 薄膜 为 支持 物 的 薄 层 电泳 以 及 以 凝 胶 
(例如 琼脂 糖 和 人 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 ) 为 支持 物 的 凝 
胶 电 泳 。 

对 于 小 分 子 的 氨基 酸 来 说 , 比较 适合 用 纸 。。。 ILys 向 明 极 移动 Al ,下 移动 Asp 向 阳极 移动 
电泳 对 其 进行 分 离 和 分 析 。 

以 图 1.13 为 例 , 如 果 将 aasIye 和 Ap 点 ” 国 118 AR 和 Asp 的 电流 分 亢 Wi 








在 电泳 槽 中 央 , 在 pH 6 的 缓冲 溶液 中 电泳 ,那么 Lys 和 Asp 因 在 pH 6 缓冲 溶液 中 各 带 正 、 负 电荷 会 分 
别 向 阴极 和 阳极 移动 ,而 Ala 正好 处 于 pH 等 于 其 p 的 缓冲 浴 液 中 , 净 电 荷 为 零 , 所 以 不 发 生 泳 动 。 


二 、 层 析 

早 在 1903 年 , 层 析 (chromatography) 就 被 俄国 植物 学 家 Mikhail Tswett 用 来 分 离 植物 色素 ,因此 又 
称 为 色谱 。 所 有 的 层 析 系 统 都 由 两 相 组 成 :一 个 是 固定 相 (stationary phase), 它 可 以 是 固体 物质 ,也 可 
以 是 固定 在 固体 物质 上 的 成 分 ; 另 一 个 是 由 可 以 流动 的 物质 组 成 的 流动 相 (mobile phase), 如 水 和 
各 种 溶剂 。 当 待 分 离 样 品 随 着 流动 相通 过 固定 相 时 ,各 组 分 在 理化 性 质 上 的 差别 使 得 各 自 与 两 相 
发 生 相 互 作 用 (如 吸附 溶解 或 结合 等 ) 的 能 力 不 同 ,最终 导 致 它们 在 两 相 中 的 分 配 不 同 ,而 且 随 着 
流动 相向 前 移动 ,各 组 分 会 不 断 地 在 两 相 中 进行 再 分 配 。 与 固定 相 相互 作 用 力 越 弱 的 组 分 , 随 流 
动 相 移动 时 受到 的 阻力 就 越 小 ,向 前 移动 的 速率 越 快 ;反之 ,与 固定 相 相互 作 用 越 强 的 组 分 ,向 前 
移动 速率 越 慢 。 经 过 分 部 收集 流出 液 , 可 得 到 样品 中 所 含 的 各 单一 组 分 ,从 而 达到 分 离 各 组 分 的 
目的 。 

层 析 的 种 类 繁多 ,根据 流动 相 和 固定 相 的 性 质 ,可 以 分 为 液 - 液 层 析 ` 液 - 固 层 析 、 气 - 液 层 
析 和 和 气 - 固 层 析 ; 根 据 层 析 原 理 分 类 ,又 可 以 分 为 吸附 层 析 、 分 配 层 析 、 离 子 交 换 层 析 、 凝 胶 过 滤 层 
析 、. 亲 和 层 析 和 朴 水 层 析 (参看 第 四 章 “蛋白质 的 性 质 、 分 类 及 研究 方法 ”); 根 据 操 作 方 式 ,还 可 以 
分 为 柱 层 析 、 薄 层 层 析 、 纸 层 析 薄膜 层 析 和 高 效 液 相 层 析 (high-performance liquid chromatography， 
HPLC )。 

应 用 于 氨基 酸 分 离 的 层 析 主要 包括 :离子 交换 层 析 (ion exchange chromatography) 气 相 层 析 (gas 
chromatography,GC) 和 HPLC。 这 里 主要 介绍 离子 交换 层 析 , 其 他 层 析 的 方法 将 在 第 四 章 中 做 详细 的 
介绍 。 

离子 交换 层 析 是 以 含有 带电 基 团 的 树脂 做 固定 相 ,利用 它 与 流动 相 中 带 相反 电荷 的 离子 结合 
进行 可 逆 交 换 的 性 质 来 分 离 目标 带电 分 子 的 一 种 方法 (图 1-14)。 如 果 进 行 可逆 交 换 的 离子 是 阳离子 ， 
则 为 阳离子 交换 层 析 ; 反 之 , 则 称 为 阴离子 交换 层 析 。 在 进行 离子 交换 层 析 时 ,首先 需要 用 几 倍 于 柱 
体积 的 低 盐 缓冲 溶液 对 树脂 进行 平衡 。 然 后 在 低 盐 条 件 下 ,将 样品 上 柱 。 与 树脂 带 相反 电荷 的 分 子 
会 通过 静电 作用 与 树脂 结合 ,而 不 带电 荷 的 或 带 相同 电 荷 的 分 子 直 接 流出 。 最 后 ,用 高 盐 缓冲 溶液 洗 
脱 ,以 取代 与 树脂 结合 的 分 子 。 

同样 以 Asp、Lys 和 Ala 三 种 氨基 酸 为 例 。 如 果 选 用 阳离子 交换 层 析 ,在 pH 6 的 低 盐 缓 冲 溶液 下 
上 柱 , 那 么 带 正 电 荷 的 Lys 将 被 吸附 在 树脂 上 ,而 带 负 电荷 的 Asp 和 净 电 和 荷 为 零 的 Ala 将 直接 出 现在 
流出 液 中 ,Lys 会 在 随后 的 高 盐 缓冲 溶液 洗 脱 中 得 到 ,这样 就 实现 了 Lys 与 Asp 和 Ala 的 分 离 。 如 果 还 
需要 将 Asp 和 Ala 分 开 ,可 以 将 收集 到 的 直接 流出 液 再 进行 阴离子 交换 层 析 。 


科学 故事 一 第 22 种 蛋白 质 人 氨基酸 的 发 现 

对 于 生物 学 家 而 言 ,他们 因 发 现 新 的 氨基 酸 带 来 的 喜悦 不 亚 于 物理 学 家 发 现 了 新 的 粒子 ,或 者 化 学 
家 发 现 了 新 的 元 素 。 

1986 年 以 前 ,人 们 一直 认为 ,出 现在 蛋白 质 分 子 中 由 遗传 密码 编码 的 蛋白 质 氨基 酸 残 基 只 有 20 种 。 
到 了 1986 年 ,科学 家 全 履 于 在 含 硒 蛋 白 中 发 现 第 21 种 蛋白 质 氨基 酸 -一 含 硒 半 胱 氨 酸 。 时 隔 16 年 之 后 ， 
来 自 美国 俄 记 俄 州立 大 学 的 两 个 研究 小 组 在 产 甲 烷 古 菌 里 ,发 现 了 第 22 种 蛋白 质 氨 基 酸 -一 吡咯 赖 氨 酸 
(Pyl)。 


俄 雍 俄 州立 大 学 由 Joseph A. Krzycki 领导 的 研究 小 组 一 直 在 研 究 一 种 产 甲烷 古 菌 一 一 巴 氏 甲烷 八 葵 
球菌 (Methanosarcina parjeri)。 此 微生物 能 够 将 单 甲 胺 (monomethylamine)、 二 甲 胺 (dimethylamine) 和 三 甲 








1-14 离子 交换 层 析 分 
离 氨 基 酸 的 原理 


若是 使 用 阴离子 交 
换 层 析 , 这 三 种 氨基 酸 如 何 
分 离 ? 
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胺 (trimethylamine) 转 变 成 甲烷 。1995 年 ,Kirzycki 的 研究 小 组 分 离 到 一 些 与 甲烷 生成 有 关 的 特殊 蛋白质 。 
两 年 以 后 ,他 们 又 分 离 到 编码 其 中 一 个 蛋白 质 的 基因 ,并 测定 出 了 它 的 核 音 酸 序列 。1998 年 ,他 们 发 表 了 
这 个 基因 的 全 序列 ,结果 显示 其 可 读 框 内 含有 一 个 反常 的 琥珀 型 终止 密码 子 (amber codon)s 

密码 子 是 决定 氨基 酸 的 三 字母 核 背 酸 序列 (参看 第 三 十 九 章 “蛋白 质 的 生物 合成 及 其 在 细胞 内 的 降 
解 ”), 琥 珀 型 终止 密码 子 的 核 背 酸 序列 是 TGA, 它 通常 不 决定 任何 氨基 酸 , 它 的 出 现 一般 是 多 肽 链 合成 结 
束 的 标志 。 然 而 ,让 Krzycki 吃惊 的 是 该 终止 密码 子 竟然 编码 一 种 氨基 酸 ,而 且 这 种 奇 茎 的 现象 还 出 现在 
其 他 几 种 与 产 甲 烷 有 关 的 基因 上 。 与 此 同时 , 由 Michael Chan 领导 的 研究 小 组 开始 研究 由 这 个 琥珀 型 密 
三 子 编码 的 氨基 酸 的 结构 。 他 们 意识 到 ,这 个 古怪 的 密码 子 也 许 编码 一 种 新 的 氨基 酸 ,但 也 不 能 排除 其 他 
的 可 能 性 。Krzycki 及 其 同事 决定 测定 原来 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 , 当 得 到 蛋白 质 的 氨基 酸 序 列 以 后 , 发现 
由 琥珀 型 密码 子 决定 的 氨基 酸 似乎 仅仅 是 一 个 赖 氨 酸 。 但 是 ,Krzycki 仍然 要 求 Chan 和 他 的 一 个 博士 研 
究 生 Bing Hao 对 含有 这 个 氨基 酸 的 蛋白 质 晶体 结构 进行 研究 ,以 确定 那个 氨基 酸 的 性 质 。 经 过 两 年 的 研 
究 ,Chan 和 Hao 终 于 确定 了 这 个 蛋白 质 的 结构 。 他 们 得 到 的 一 些 数据 表明 那个 氨基 酸 是 一 个 新 的 氮 基 酸 。 

不 仅 如 此 ,Frzycki 还 在 寻找 其 他 证 据 。 他 和 他 的 几 个 博士 研究 生 很 快 发 现 了 一 种 新 的 特 寞 性 了 NA， 
专门 负责 将 新 的 氮 基 酸 插入 到 蛋白 质 之 中 ,同时 还 发 现 其 他 一 些 与 此 过 程 有 关系 的 酶 。 综 合 两 个 发 现 以 及 获 
得 的 更 为 详细 的 晶体 结构 ,他 们 确信 发 现 了 第 22 种 由 DNA 编码 的 蛋白 质 氨基 酸 一 |H 属 赖 氮 办。 

他 们 还 认为 ,这 个 新 的 氨基 酸 是 一 个 非常 罕见 的 氨基 酸 ,因此 这 么 多 年 后 才 被 发 现 。 然 而 ,Krzycki 相 
信 它 也 可 能 存在 于 其 他 生物 体内 。Chan 对 此 表示 同意 并 指出 , 发 现 第 22 种 氨基 酸 将 激励 更 多 的 研究 者 
去 寻找 第 23 种 必 至 第 24 种 蛋白 质 氨 基 酸 。 随 着 更 多 种 生物 的 基因 组 序列 被 破译 ,有 理由 认为 某 些 有 趣 
的 事情 迟早 会 发 生 。 

根据 Krzycki 在 2011 年 3 月 31 目 在 Naiure 上 发 表 的 题 为 "The compblete biosynthesis of the genetically 
encoded amino acid byrrolysine fom lysine” 的 论文 ,现在 已 很 明确 ,Pyl 是 由 两 个 Lys 转变 而 来 的 。 











本 章 小 结 填 填 看 推荐 网 址 : 

1. http :Wen.wikipedia.org/wiki/Amino_acid (英文 维基 百科 有 关 氮 基 酸 的 内 容 , 既 全 又 新 ) 

2. http :/Wthemedicalbiochemistrypage.org/amino-acids.html (完全 免费 的 医学 生物 化 学 课程 网 站 ,内 容 丰 
富 全 面 ,更 新 快 ) 

3. http:/www.biology.arizona.edu/biochemistry/problem_sets/aa/aa.html (美国 亚利桑那 大 学 生物 化 学 课程 
网 站 ,其 一 大 亮点 是 可 进行 自 测 ) 

4. http:/www-.bio.fiu.edu.tw/excel/content05/html/30.htm (台湾 省 辅 仁 大 学 生物 化 学 课程 网 站 ,其 在 氨基 
酸 命名 上 有 别 于 大 陆 ) 


参考 文献 : 

1. Krzycki J A,et al. The complete biosynthesis of the genetically encoded amino acid pyrrolysine from lysine. 
INVature ,471: 647-650 ,2011. 

2. Rother M and Krzycki J A. Selenocysteine,pyrrolysine,and the unique energy metabolism of Meijpanogemzc 
4rcejhaea. 4rcjhaea ,2010. 

3. ArnEr 卫 S$. Selenoproteins-What unique properties can arise with selenocysteine in place of cysteine? 尼 xp 
Cell Res,316(8):1 296-1 303 ,2010. 

4. Hao B,et al. A_ new UAGC-encoded residue in the structure of a methanogen methyltransferase. Science， 


296:1 462-1 466 ,2002. 


14 





人 第 二 章 和 蛋白 质 的 结构 


蛋白 质 是 由 多 个 氨基 酸 通过 肽 键 连接 而 成 的 多 聚 物 。 其 结构 具有 一 定 的 层次 ,一 般 包括 一 级 结 
构 .二 级 结构 .三 级 结构 和 四 级 结构 ,其 中 二 级 结构 .三 级 结构 和 四 级 结构 统称 为 高 级 结构 ,一 级 结构 
决定 高 级 结构 。 此 外 ,细胞 内 的 蛋白 质 并 不 是 孤立 存在 的 ,而 是 一 起 构成 蛋白 质 组 。 和 蛋白 质 组 也 不 是 
一 成 不 变 的 ,而 是 处 在 动态 的 变化 之 中 。 

本 章 从 肽 和 肽 键 谈 起 ,将 重点 介绍 蛋白 质 的 各 级 结构 特征 多肽 链 的 折 琶 机 制 以 及 测定 和 预测 蛋 
和 白质 结构 的 方法 ,同时 还 会 对 蛋白 质 组 以 及 蛋白 质 组 学 的 概念 做 简单 的 介绍 。 


第 一 节 ” 肽 的 结构 


肽 (peptide) 是 氨基 酸 之 间 通 过 o- 氨 基 和 o- 羧 基 缩 合 以 酰胺 键 (amido bond 或 amido linkage) 或 肽 
键 (peptide bond) 相连 的 聚合 物 , 它 包括 朝 肽 (oligopeptide)、 多 肽 (polypeptide) 和 蛋白质 。 构 成 肽 的 每 
一 个 氨基 酸 单位 称 为 氨基 酸 残 基 (residue)。 各 氨基 酸 残 基 以 肽 键 相 连 形成 的 链 状 结构 称 为 肽 链 (peptide 


chain)。 


一 、 肽 的 分 类 和 命名 

肽 的 分 类 和 命名 的 主要 依据 是 氨基 酸 残 基 的 数目 组 成 和 排列 顺序 。 

(一 ) 肽 的 分 类 
Ce 肽 的 分 类 可 根据 氨基 酸 残 基 的 数目 而 直 呼 其 
二 肽 : 肽 键 为 几 肽 。 例 如 ,2 个 氨基 酸 形成 的 肽 称 为 二 肽 ,3 个 


| f 
H2N 一 人 C- 一 OH 





氨基 酸 构成 的 肽 称 为 三 肽 , 依 此 类 推 (图 2-1)。 一 
般 将 由 2-~10 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 肽 称 为 寡 肽 ,由 


人 | 11-50 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 肽 称 为 多 肽 ,由 50 个 以 

有 于 交 5 上 的 氨基 酸 残 基 组 成 的 肽 称 为 蛋白 质 。 
= 除了 少数 环 状 肽 链 以 外 (如 w- 臣 膏 曹 碱 ), 其 他 
?| 1 肽 链 都 含有 不 对 称 的 两 端 ; 其 中 含有 游离 的 o- 氨基 
HN 一 CH 一 C 一 NH 一 CH 一 C 一 NH 一 CH 一 C 一 OH ”的 一 端 称 为 氨基 端 (amino terminal) 或 N 端 , 含 有 游 
CH2OH CH2SH CHuGNH。。。 离 的 ac- 羧基 的 一 端 称 为 次 基 端 (arbowlieminal) 或 
0 C 端 。 但 有 一些 小 肽 为 了 提高 稳定 性 ,N 端的 氨基 
WE 和 /或 C 端的 羚 基 会 发 生 特定 形式 的 化 学 修饰 而 被 


圈 2-1 二 肽 和 三 肽 的 结构 (N 端 一 C 端 ) 
发 生 酰胺 化 。 
(二 ) 肽 的 写法 


封闭 。 例 如 ,N 端 发 生 甲 酰 化 或 焦 谷 氨 酰 化 (N 端 谷 
氨 酸 残 基 的 ) 羧基 与 其 o- 氨基 形成 酰胺 键 ),C 端 


按照 惯例 ,书写 一 条 肽 链 的 序列 时 总 是 从 N 端 到 C 端 , 即 N 端 放 在 最 左边 ,C 端 放 在 最 右边 。 有 
时 为 了 强调 ,可 在 N 端 和 C 端 分 别 添 加 H 和 OH, 以 此 来 表示 两 端 游离 的 氨基 和 羧基 。 各 氨基 酸 残 基 
可 用 三 字母 或 单字 母 缩写 表示 。 图 2-1 中 的 三 肽 可 写 为 Ser 一 Cys 一 Asn 、H 一 Ser 一 Cys 一 Asn 一 OH 或 





2-2 ，” 肽 键 的 双 键 性 质 








正 
这 
S 区 ~cH， 
EN | 
泥 BC 
7 
了 及 
反 式 
PPI 
RS ~cH 
、 人 全 局 
C 人 
/ 忆 / 
卫 R 瑟 
顺 式 


2-3 ，X 一 Pro 之 间 的 反 式 
肽 键 和 顺 式 肽 键 
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SCN。 

(三 ) 肽 的 命名 

寡 肽 通常 根据 其 氨基 酸 残 基 从 N 端 到 C 端的 依次 排列 ,被 称 为 某 氨基 栈 某 氨基 酰 …… 某 氨基 酸 。 
按照 上 述 规则 ,图 2-1 中 的 二 肽 和 三 肽 应 分 别 命名 为 丙 氨 酰 天 冬 氮 酸 和 丝 氮 酰 半 胱 氮 酰 天 冬 酰 胺 。 

多 肽 和 和 蛋白质 的 命名 一 般 是 根据 它们 的 来 源 或 /和 功能 进行 的 ,如 胰 高 血糖 素 是 一 种 来 源 于 胰 
岛 ,功能 是 使 血糖 升 高 的 多 肽 ;血红 蛋白 是 来 源 于 红细胞 与 运输 氧气 有 关 的 蛋白 质 。 


二 、 肽 键 的 结构 与 性 质 

无 论 是 朝 肽 .多肽 还 是 蛋白 质 , 都 是 由 氨基 酸 残 基 通 过 肽 键 连接 而 成 ,因此 首先 需要 对 肽 键 的 结 
构 和 性 质 有 所 了 解 。 

肽 键 实际 上 是 一 种 酰胺 键 ,一 般 用 普 基 C 和 酰胺 N 之 间 的 单 键 表示 。 肽 链 中 的 每 一 个 酰胺 基 称 
为 肽 基 (peptide group) 或 肽 单位 (peptide unit)。 研 究 表明 肽 键 具有 以 下 性 质 : 

(1) 具有 部 分 双 键 的 性 质 [40%) 其 键 长 为 0.133 nm, 短 于 一 个 典型 的 单 键 ,长 于 一 个 典型 的 双 键 。 
肽 键 所 具有 的 双 键 性 质 是 酰胺 N 上 的 孤 对 电子 与 相 邻 痰 基 之 间 发 生 共 振作 用 造成 的 (图 2-2)。 

(2) 多 为 反 式 (trans) 构 型 ,也 有 顺 式 (cis) 构 型 在 反 式 构 型 中 ,邻近 的 非 成 键 原子 的 空间 位 阻 
更 小 ,因而 比 顺 式 构 型 稳定 (相差 100 倍 )。 如 果 肽 键 是 由 一 种 氨基 酸 的 羧基 与 Pro 的 亚 氨基 形成 的 
(X 一 Pro), 那 么 仍然 是 反 式 的 构 型 稳定 ,但 是 Pro 残 基 的 四 氧 吡咯 环 造成 的 空间 位 阻 会 部 分 抵消 反 式 
构 型 原 有 在 空间 位 阻 上 的 优势 ,这 使 得 顺 式 与 反 式 在 稳定 性 上 的 差距 有 所 降低 ( 仅 相 差 4 倍 ), 因 此 这 
时 候 的 肽 键 也 有 可 能 以 顺 式 形 式 存在 (图 2-3)。 然 而 ,多 肽 或 者 蛋白 质 在 核糖 体 上 合成 的 时 候 , 最 初 
形成 的 肽 键 都 是 反 式 的 ,只 是 后 来 某 些 部 位 的 肽 键 在 肽 基 且 氨 酰 顺 反 蜡 构 酶 (peptidyl prolyl cis-trans 
isomerase,PPI) 的 催化 下 变 成 了 顺 式 。 

(G3) 形成 肽 平面 “与 肽 键 相 关 的 6 个 原子 共处 于 一 个 平面 ,此 平面 结构 称 为 肽 平面 (peptide plane) 
或 酰胺 平面 (amide plane) (图 2-4)。 





肽 平面 1 


余 2-4 蛋白 质 分 子 上 的 肽 平面 和 二 面 角 ( 和 ,wy) (Campbell 等 ,2009) 


肽 平面 结构 的 形成 是 由 于 肽 键 具有 双 键 的 性 质 。 在 一 个 肽 平面 上 ,有 两 个 与 Ca 有 关 的 单 键 ,这 
两 个 单 键 是 可 以 自由 旋转 的 。 正 因为 如 此 ,每 一 个 肽 平面 有 两 个 可 以 旋转 的 角度 :由 Ca 一 N 单 键 旋 转 
的 角度 称 为 (Phi),Ca 一 C 单 键 旋转 的 角度 称 为 yw(psi) (图 2-4), 与 同一 个 Ca 有 关 的 一 对 由 和 少 称 
为 蛋白 质 的 二 面 角 (dihedral angle)。 当 一 条 肽 链 上 所 有 的 二 面 角 都 被 确定 以 后 ,该 肽 链 的 三 维 结构 也 
就 基本 确定 了 。 
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根据 惯例 ,如 果 肽 链 处 于 完全 伸展 状态 , 即 所 有 的 肽 键 位 于 同一 个 平面 上 ,由 和 多 定 为 上 180*; 如 
果 由 的 旋转 单 键 Ca 一 N1 两 侧 的 NI 一 C1 和 Ca 一 C2 旺 顺 式 时 , 则 规定 由 =0?; 如 果 y 的 旋转 键 Ca 一 
C2 两 侧 的 Ca 一 N1 和 C2 一 N2 呈 顺 式 时 , 则 规定 y=0?; 从 Ca 向 N1 观察 , 顺 时 针 旋 转 Ca 一 N1 键 得 到 
的 由 角 为 正 值 ,反之 为 负 值 ; 从 Ca 向 C2 观察 , 顺 时 针 旋转 Ca 一 C2 键 得 到 的 多角 为 正 值 ,反之 为 负 值 。 
论 上 中 和 多 可 以 是 -180*-180* 的 任意 值 ,但 由 于 主 链 上 的 原子 和 侧 链 基 团 之 间 存 在 空间 位 阻 
人 
二 面 角 仅 占 理论 值 的 10% 左右 。 不 同 氨基 酸 残 基 的 侧 链 基 团 不 一 样 , 由 此 产生 的 空间 位 阻 也 不 一 样 。 
Gly 的 侧 链 基 团 最 小 ,由 它 产 生 的 空间 位 阻 也 最 小 ,与 它 相关 的 二 面 角 变 化 的 范围 最 大 。 而 Pro 的 刚 
性 吡咯 环 则 使 其 受到 的 限制 最 为 严重 ,其 由 值 被 限制 在 -85"~-35" 。 
攻 为 了 能 够 更 好 地 显示 一 种 蛋白 质 分 子 所 
能 采取 的 二 面 角 的 值 ,印度 生物 化 学 家 C. N. 
Ramachandran 通过 计算 蛋白 质 中 非 键 合 原子 间 的 
最 小 接触 距离 ,预测 了 哪些 成 对 二 面 角 ( 由 ,yw) 所 
规定 的 两 个 相 邻 肽 平面 的 构象 是 允许 的 ,哪些 是 
不 允许 的 ,并 提出 以 由 为 横 坐 标 、Y 为 纵 坐 标 ,在 
坐标 图 上 标 出 每 一 对 (4 ,%) 作为 图 中 的 一 个 点 ， 
以 此 来 表示 一 种 蛋白 质 的 构象 。 这 种 作 图 方法 后 
来 被 称 为 Ramachandran 作 图 法 。 
-180.0 -120.0 -60.0 0.0 60.0 120.0 180.0 图 2-5 是 Ramachandran 预测 到 的 结果 ,其 中 
四 >- 5 ”根据 计算 得 到 的 on 图 站 
en 表示 的 是 不 允许 的 二 面 角 。 上 述 结果 与 后 来 实验 
测定 出 来 的 结果 基本 一 致 。 
(4) 酰胺 N 带 部 分 正 电 荷 , 痰 基 0 带 部 分 负电 荷 ”这 也 是 酰胺 N 上 的 孤 对 电子 与 相 邻 痰 基 之 间 
发 生 共 振作 用 而 造成 的 ( 见 图 2-2)。 





三 、 袁 肽 的 理化 性 质 

寡 肽 常见 的 理化 性 质 包括 旋光 性 \ 两 性 解 离 、, 双 缩 腺 反应 和 水 解 反应 ,其 中 旋光 性 和 两 性 解 离 是 
由 组 成 的 氨基 酸 直接 带 来 的 。 

() 旋光 性 ”一 种 寡 肽 只 要 不 是 全 部 由 Gly 组 成 , 它 就 具有 旋光 性 ,其 旋光 度 应 该 是 各 个 氨基 酸 
旋光 度 的 总 和 。 

(2) 两 性 解 离 ”除了 含有 可 解 离 的 侧 链 基 团 以 外 ,多 数 肽 还 含有 自由 的 N 端 氨基 和 C 端 羧基 ,这 
些 可 解 离 的 酸性 和 碱 性 基 团 同 样 赋予 肽 两 性 离子 的 性 质 。 特 别 是 一 些 守 肽 的 很 多 性 质 与 自由 的 氨基 
酸 相 近 , 例 如 它们 的 滴定 曲线 就 很 相似 。 但 随 着 可 解 离 基 团 的 增加 ,滴定 曲线 变 得 越 来 越 复杂 。 显 然 
肽 也 有 等 电 点 ,其 中 小 肽 p7 的 计算 方法 与 氨基 酸 相似 ,但 复杂 的 寡 肽 与 多 肽 、 蛋 白质 一 样 都 不 能 计算 
得 出 ,只 能 使 用 实验 的 方法 (如 等 电 聚 焦 ) 进行 测定 。 

(3) 双 缩 腺 反应 ” 双 缩 腺 在 碱 性 溶液 中 能 与 硫酸 铜 反应 生成 紫红 色 络 合 物 ,此 反应 称 为 双 缩 脲 反 
应 (biruet reaction)。 凡 大 于 二 肽 的 肽 因为 含有 与 双 缩 腺 结构 相似 的 肽 键 , 所 以 都 能 发 生 此 反应 。 但 二 
肽 不 行 ,因为 它 只 有 一 个 肽 键 。 

(4) 水 解 反 应 “” 肽 里 面 含 有 肽 键 , 肽 键 在 特定 的 条 件 下 会 发 生 水 解 。 


四 、 几 种 天 然 存在 的 活性 肽 
天 然 存在 的 寡 肽 通常 具有 特殊 的 生理 活性 ,因此 一 般 被 统称 为 活性 肽 。 活 性 肽 又 可 分 为 两 类 :一 


为 什么 多 肽 和 和 蛋白 
质 的 pl 不 能 通过 计算 的 方法 


得 到 ? 
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框 2-1 生化 点 滴 一 一 五 花 八 门 的 蛋白 质 命名 方法 

迄今 为 止 , 科 学 家 们 已 发 现 几 万 种 不 同 的 蛋白 质 ,而 且 现在 每 天 都 可 能 有 新 的 蛋白 质 被 发 现 。 对 于 蛋 
白质 的 命名 ,科学 界 并 没有 一 种 统一 的 系统 命名 法 则 ,主要 是 由 发 现 者 来 决定 ,而 发 现 者 在 命名 的 时 候 通 
常 各 行 其 是 ,随意 性 很 强 。 那 么 ,蛋白 质 的 命名 究竟 有 设 有 什么 规律 呢 ? 

如 果 一 种 蛋白 质 是 酶 , 它 的 命名 就 很 容易 ,只 要 按照 酶 命名 的 基本 规则 进行 就 可 以 了 ,如 乙醇 脱氧 
酶 . 胃 和 蛋白 酶 和 和 蛋白质 激 酶 A。 

如 果 发 现 的 蛋白 质 不 是 酶 , 则 命名 的 方法 就 主要 有 以 下 几 种 :中 根据 蛋白 质 的 来 产 、 性 质 、 功 能 或 者 
将 它们 相 结合 起 来 命名 ,如 胰岛 素 、 胶 原 蛋白 .血红 蛋白 \, 肌 红 蛋 白 、 孔 蛋 自 (porin) 绿 色 荧 光 蛋 白 (green 
fluorescent Protein,GFP) 枯 草 杆菌 素 、 欧 麻 毒素 和 和 霍乱 毒素 。 在 这 些 蛋白 质 中 ,很 多 蛋白 质 的 英文 名 
称 中 有 后 绥 “in”, 如 胰岛 素 为 insulin。 “in ”最 初 被 翻译 为 “ 素 ", 但 现在 多 被 翻译 为 “蛋白 ” ,如 cyclin 
起 初 被 翻译 成 周期 素 ,但 现在 已 统一 被 称 为 周期 蛋白 ,不 过 有 人 少数 蛋白 质 的 名 字 仍 然 带 “ 素 ”, 如 证 素 
Cubiquitin)s @) 根 据 蛋 白质 的 大 小 来 命名 ,一 般 用 小 写 的 p (protein) 加 上 其 相对 分 子 质量 来 命名 。p53、 
p21 和 p19 是 三 种 重要 的 抗 瘤 蛋 白 , 可 抑制 细胞 周期 的 前 进而 防止 细胞 癌变 。@@ 根 据 蛋白 质 的 结构 特 
征 来 命名 ,如 网 格 蛋白 (clathrin)、 又 头 盒 O 蛋白 1(forkhead box O1,Foxo1)。 国 根据 蛋白 质 突 变 引 起 的 
疾病 来 命名 。 例 如 ,多 种 参与 哺乳 动物 核 音 酸 切 除 修复 的 蛋白 质 突变 可 导致 着 色 性 干 皮 病 (xeroderma 
pigmentosum,XP), 因 此 这 些 蛋 白质 用 XP 再 加 字母 编号 来 表示 , 像 XPA 和 XPC。@@ 用 英文 缩写 来 表 
人 这 是 现在 表示 蛋白 质 的 一 种 最 简单 的 方法 ,相关 缩写 的 字母 通常 都 有 一 定 的 来 源 和 意 

。 例 如 ,参与 信号 转 导 的 Sos 蛋白 最 初 是 在 研究 果 晶 的 一 条 信号 通路 中 发 现 的 ,在 一 种 叫 sevenless 基 
因 的 下 游 起 作用 ,发 现 者 把 它 比 作 是 “son of sevenless”, 故 后 来 被 称 为 Sos;Ras 是 指 大 鼠 肿 瘤 病 毒 (rat 
sarcoma virus) 编码 的 一 种 蛋白 质 ,Rho 是 后 来 被 发 现 的 Ras 的 同 源 物 (Ras homologue,Rho);Arf 是 一 
种 ADP 核糖 基 化 因子 (ADP-ribosylation 包 ctor,Arf); Sar 是 分 沁 相 关联 的 Ras 家 族 相 关 和 蛋白 (secretion- 
associjated and Ras superfamily-related protein);Ran 是 指 Ras 相关 的 RNA 运输 蛋白 (Ras-related RNA 
transport,Ran);Rapb 是 Ras 相关 蛋白 (Ras-related protein,Rap), 参 与 高 尔 基 和 内 质 网 之 间 的 膜 泡 运输 。 
@ 根 据 发 现 者 或 神话 中 的 人 物 来 命名 蛋白 质 。 例 如 ,Kornberg 酶 是 指 Arther Kornberg 发 现 的 DNA 聚 
合 酶 工 ,参与 真 核 细 胞 双 链 断 裂 修复 的 主要 蛋白 质 Artemis 是 希腊 神话 中 一 个 神 的 名 字 。 

这 些 五 花 八 门 的 蛋白 质 命 名 给 学 习 带 来 了 一 定 的 困难 , 但 我 们 能 做 的 就 是 尊重 发 现 了 同 
时 这 也 告诉 我 们 ,如 果 你 想 将 来 有 机 会 用 自己 的 方法 来 命名 一 种 新 的 蛋白 质 , 那 你 就 得 快 点 发 现 


假定 还 原型 的 谷 胱 ”类 是 在 核糖 体 上 合成 ,由 DNA 上 特定 的 基因 编码 。 但 在 核糖 体 上 合成 出 来 的 通常 是 一 个 多 肽 前 体 ， 
二 全 是 于 昌 了 iD 二。 需要 通过 切割 才能 得 到 具有 特定 生物 活性 的 赛 肽 产物 ,如 催产 素 就 属于 此 类 。 在 核 久 体 上 合成 的 肘 中 
陆 不 可 能 参 人 D 型 氨基 酸 ,是 形成 的 肽 键 总 是 由 w- 氨基 和 w- 羧基 缩合 而 成 ; 另 一 类 活性 肽 不 是 在 核糖 体 
GE 党 见 的 入 活性 央 的 。 上 合成 的 ,如 合 胱 计 肽 (gtathione) 和 短 杆菌 肘 $。 这 一 类 肽 在 基因 组 DNA 分 子 上 并 没有 自己 的 基因 ， 

可 能 含有 D 型 氨基 酸 ;含有 的 肽 键 不 一 定 是 由 w- 氨基 和 w- 羧基 缩合 而 成 的 ,例如 谷 胱 甘 肽 的 第 一 个 


肽 键 。 


第 二 节 ”和 蛋白质 的 结构 


蛋 白 质 的 结构 一 般 具 有 4 个 层次 , 即 一 级 结构 .二 级 结构 、 三 级 结构 和 四 级 结构 (图 2-6), 但 并 不 
是 所 有 的 和 蛋白质 都 具有 三 级 结构 或 四 级 结构 。 
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-Lys-Ala-His-Gly-Lys--Lys-Val-Leu-Gly-Ala 一 
一 级 结构 


三 级 结构 


(血红 和 蛋白 的 B 亚 基 ) 





二 级 结构 
(o 螺 旋 ) 


2-6 蛋白质 的 4 种 结构 层次 ({Voet 等 ,2011) 


一 、 蛋 白质 的 一 级 结构 

和 蛋白质 的 一 级 结构 (primary structure) 也 叫 蛋 白质 的 共 价 结构 ,是 指 氨基 酸 在 多 肽 链 上 的 排列 顺 
序 。 如 果 一 种 蛋白 质 含 有 二 硫 键 ,那么 其 一 级 结构 还 包括 二 硫 键 的 数目 和 位 置 。 

1954 年 ,Sanger 成 功 地 测定 出 牛 胰岛 素 (insulin) 的 一 级 结构 (图 2-7)。 胰 岛 素 成 为 世界 上 第 一 例 
一 级 结构 被 测定 的 蛋白 质 ,Sanger 也 因此 荣获 1958 年 的 诺 贝 尔 化 学 奖 。 

1965 年 ,我 国 科学 家 根据 胰岛 素 的 一 级 结构 ,人 工 合成 了 具有 正常 生理 活性 的 牛 胰岛 素 , 这 是 世 
界 上 第 一 种 人 工 合成 的 蛋白 质 ,从 某 种 意义 上 来 讲 , 合 成 的 成 功 也 直接 证 明了 Sanger 测定 出 的 胰岛 素 
的 一 级 结构 是 正确 的 。 

测定 蛋白 质 一 级 结构 的 方法 有 直接 测定 法 和 间接 测定 法 , 详 见 第 四 章 第 三 节 "和 蛋白质 一 级 结构 的 
测定 "。 

确定 蛋白 质 的 一 级 结构 有 助 于 理解 其 高 级 结构 和 功能 ,因为 一 种 蛋白 质 的 一 级 结构 包含 了 决定 
其 高 级 结构 的 所 有 信息 ,而 高 级 结构 又 与 蛋白 质 的 功能 直接 相关 。 来 源 于 不 同 种 类 生物 的 同 源 蛋 白 
具有 相似 的 氨基 酸 序列 (如 细胞 色素 e), 而 具有 相似 序列 的 不 同 肽 链 往 往 意味 着 它们 具有 相似 的 二 级 
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2-7 ” 牛 胰岛 素 的 一 级 结构 
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结构 和 三 级 结构 。 例 如 ,构成 血红 蛋白 的 
co 珠 蛋白 和 [ 广 珠 和 蛋白 有 46% 的 序列 是 
相同 的 ,它们 的 高 级 结构 也 非常 相似 。 再 
如 ,他 乳 清 蛋白 (lactalbumin) 和 鸡 溶 菌 
酶 有 399% 的 序列 是 相同 的 ,它们 的 高 级 结 
构 也 十 分 相似 (图 2-8)。 

许多 遗传 性 疾病 实际 上 是 机 体内 某 
种 蛋白 质 的 一 级 结构 发 生 差错 而 引起 的 
“分 子 病 ”(molecular disease)。 例 如 ,p- 珠 
蛋白 基因 的 突变 导致 血红 蛋白 的 B 亚 基 
在 6 号 位 的 Glu 被 val 代替 , 带 有 这 种 突 
变 的 人 表现 为 灸 状 细胞 贫血 ,这 是 一 种 最 
常见 的 血红 蛋白 分 子 病 ( 参 看 第 三 章 “ 和 蛋 
白质 的 功能 及 其 与 结构 之 间 的 关系 ”)。 

测定 蛋白 质 的 一 级 结构 ,还 可 以 帮助 
科学 家 在 分 子 水 平 上 研究 生物 的 进化 。 例 
如 ,将 不 同 生物 来 源 的 细胞 色素 e 的 一 级 
结构 进行 比 对 ,可 有 助 于 了 解 物种 间 的 进 
化 关系 ,因为 物种 间 的 亲缘 关系 越 接 近 ， 
细胞 色素 e 的 一 级 结构 就 越 相 似 (参看 第 | 
三 章 “ 和 蛋白 质 的 功能 及 其 与 结构 之 间 的 关 2-8 or- 珠 蛋白 、B- 珠 蛋 白 .人 o 乳 清 蛋白 和 鸡 溶菌 酶 的 三 维 
系 " )。 现 在 因特网 上 有 许多 在 线 的 蛋白 质 。 竺 和 将 
序列 数据 库 ,如 ExPASy (http :/Wau.expasy.org)、Owl(http :Wwww.bioinf.man.ac.uk/dbbrowserOWL) 和 PCM 
(http :/searchlauncer.bcm.tmc.edu/multi-align/multi-align.html)。 感 兴趣 的 人 可 以 利用 这 些 数据 库 , 对 已 
发 布 的 各 种 蛋白 质 的 一 级 结构 进行 比 对 。 





二 、 和 蛋白 质 的 二 级 结构 

和 蛋白质 的 二 级 结构 (secondary structure) 是 指 多 肽 链 的 主 链 (backbone) 部 分 (不 包括 R 基 团 ) 在 局 
部 形成 的 一 种 有 规律 的 折 友 和 盘 绕 ,其 稳定 性 主要 由 主 链 上 的 氧 键 决定 。 

常见 的 二 级 结构 有 a 螺旋 (alpha-helix).3io 螺旋 三股 螺旋 (triple helixz)、B 折 和 大 (beta-sheet)、B 转 
角 (beta-turn)、B 凸 起 (beta-bulge)、 环 和 无 规则 卷曲 (random coiD)。 其 中 前 6 种 比较 有 规律 ,所 涉及 的 肽 
段 上 的 每 一 对 二 面 角 都 差不多 ( 表 2-1), 在 Ramachandran 图 上 , 则 表现 为 所 有 的 二 面 角 集中 在 某 一 区 
域 (图 2-9), 而 环 和 无 规则 卷曲 的 二 面 角 则 落 在 其 他 的 允许 区 。 从 结构 的 稳定 性 上 看 ,右手 w 螺旋 >B 
折 释 >B 转角 > 无 规则 卷曲 和 环 ; 但 从 功能 上 看 正好 相反 , 酶 与 蛋白 质 的 活性 中 心 通常 由 无 规则 卷曲 
和 环 充 当 ,a 右手 螺旋 和 B 折 友 一 般 只 起 支持 作用 。 


mm 表 2-1 几 种 二 级 结构 的 二 面 角 











结构 中 区 结构 中 丸 
完全 伸展 -180? 180? 左手 w 螺旋 60? -60? 
反 平 行 B 折 鸡 -139* 135" 3 螺旋 -49*。 -26? 
平行 B 折叠 -119* 113*。 T 螺旋 -57 一 40? 
右手 x 螺旋 -57? -47。 三 股 螺旋 -1 153。 


白 车 区 域 :内 防 许 的 构象 

有 色 区 甫 : 砚 许 的 构象 

BA: 反 平行 B 折 又 

B: 平 行 B 折 登 

Br: 扭 转 的 B 折 登 〈 平 行 或 反 平 行 ) 
da: 右手 & 螺 旋 

L: 左手 & 螺旋 

3: 310 螺旋 

p: r 螺旋 
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2-9 各 种 二 级 结构 在 Ramachandran 图 中 的 分 布 

(一 ) a 螺旋 与 3o 螺旋 

a 螺旋 是 一 种 最 常见 的 二 级 结构 (图 2-10), 最 先 由 Linus Pauling 和 Robert Corey 于 1951 年 提出 。 
其 主要 内 容 包括 : 





2-10 4 种 不 同方 式 显示 出 的 a 螺旋 结构 以 及 判断 螺旋 方向 的 方法 


G) 肽 链 主 链 围绕 一 个 虚拟 的 轴 以 螺旋 的 方式 伸展 。 
(2) 螺旋 的 形成 是 自发 的 ,主要 由 主 链 上 的 氢 键 来 稳定 。 氢 键 在 "位 氨基 酸 残 基 上 的 C=0 与 
n+4 位 氨基 酸 残 基 上 的 N 一 再 之 间 形 成 (图 2-11)。 被 氢 键 封闭 的 环 共 含 有 13 个 原子 ,因此 a 螺旋 也 
称 为 3.64 螺旋 。 螺 旋 的 前 、 后 4 个 氨基 酸 残 基 通常 不 能 形成 全 套 螺 旋 内 氢 键 ,这 些 残 基 需 要 与 水 分 子 
或 和 蛋白质 内 部 的 其 他 基 团 形成 氨 键 后 才能 稳定 下 来 。 
(3) 每 隔 3.6 个 氨基 酸 残 基 , 螺 旋 上 升 一 图 。 每 一 个 氨基 酸 残 基 环 绕 螺 旋 轴 100” , 螺 距 为 0.54 nm， 
即 每 个 氨基 酸 残 基 沿 轴 上 升 0.15 am。 螺旋 的 半径 为 0.23 nm, 二 面 角 ( 由,%) 约 为 (-57" ,-47? )。 
(4) a 螺旋 有 左手 和 右手 之 分 ,但 在 蛋白 质 分 子 中 发 现 的 w 螺旋 主要 是 右手 螺旋 ,左手 螺旋 很 少 
见 。 这 是 因为 蛋白 质 中 的 氨基 酸 只 有 工 型 , 若 形成 左手 螺旋 ,L 型 氨基 酸 的 B 碳 和 痰 基 氧 在 窗 癌 上 会 
中 





如 果 构 成 一 段 c 
螺旋 的 氨基 酸 是 D 型 ,那么 
该 段 螺旋 的 方向 如 何 ? 





2-12 ”螺旋 的 总 偶 极 矩 


以 下 4 段 ac 螺旋 
在 相同 的 条 件 下 , 哪 一 个 最 
稳定 , 哪 一 个 最 不 稳定 ? 为 
什么 ? 

(1) KAAAAAAK 

(2) EAAAAAAE 

(3) KAAAAAAE 

(4) EAAAAAAK 
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于 位 
氨基 酸 残 基 
2-11 维系 x 螺旋 的 氨 键 供 体 和 受 体 


发 生 冲 突 , 其 稳定 性 会 降低 。 

(5) 氨基 酸 残 基 的 R 基 团 伸展 在 螺旋 的 表面 , 虽 不 参与 螺旋 的 形成 ,但 其 大 小 .形状 和 带电 状态 却 
能 影响 到 螺旋 的 形成 和 稳定 性 。 

可 以 使 用 由 同一 种 氨基 酸 残 基 构 成 的 多 聚 氮 基 酸 (polyamino acids), 来 研究 侧 链 基 团 的 大 小 形状 
和 带电 状态 对 螺旋 的 形成 及 其 稳定 性 的 影响 。 例 如 ,多 聚 亮 氨 酸 和 多 聚 两 氨 酸 很 容易 形成 w 螺旋 ; 
多 聚 甘氨酸 只 会 形成 无 规则 卷曲 ;多 聚 且 氨 酸 不 形成 w 螺旋 ,但 会 形成 它 所 特有 的 右手 螺旋 (由 和 
分 别 是 -753" 和 160* , 肽 键 为 顺 式 ) 或 左手 螺旋 (由 和 少 分 别 是 -75" 和 150* , 肽 键 都 为 反 式 )。 多 聚 天 冬 
氮 酸 和 多 聚 谷 氨 酸 在 pH=7 的 时 候 , 只 会 形成 无 规则 卷曲 ;在 pHx 2.5 的 时 候 , 则 自发 地 形成 w 螺旋 。 
这 是 因为 如 果 pH=7,Asp 和 Gu 的 R 基 团 均 带 负电 荷 ,静电 的 排斥 导致 无 法 形成 稳定 的 w 螺旋 ;但 
在 pH<2.5 的 时 候 ,R 基 团 质子 化 ,不 再 带电 荷 ,因此 可 以 形成 w 螺旋 。 同 理 ,多 聚 赖 氨 酸 在 pH<11 的 
时 候 , 只 形成 无 规则 卷曲 ,是 因为 R 基 团 带 正 电 荷 , 阻 得 了 a 螺旋 的 形成 ;而 如 果 pH=12, 其 R 基 团 不 
再 带 有 电荷 ,就 很 容易 形成 w 螺旋 。 

一 般 而 言 , 判 断 一 个 氨基 酸 残 基 是 否 有 利于 形成 w 螺旋 ,要 看 它 的 侧 链 能 否 遮盖 和 保护 螺旋 在 主 
链 上 的 氢 键 。 在 20 种 常见 的 蛋白 质 氨 基 酸 中 ,经 党 在 w 螺旋 中 出 现 的 有 Ala .Cys、 Leu、Met、Clu .Gln His 
和 Lys, 特 别 是 其 中 的 Lys、Met、Ala Leu 和 Clu; 最 常见 的 两 种 不 利于 形成 w 螺旋 的 氨基 酸 是 Cly 和 Pro。 
Gly 不 利于 形成 w 螺旋 的 原因 是 它 的 侧 链 太 小 , 即 自由 度 太 大 ,与 它 有 关 的 二 面 角 变 化 太 大 ,无 法 满足 a 
螺旋 形成 所 必需 的 一 个 条 件 一 具有 相对 固定 的 二 面 角 。 而 Pro 不 利于 形成 w 螺旋 与 两 个 因素 有 关 : 
一 是 它 的 本 质 是 亚 氨基 酸 , 当 它 的 亚 氨基 与 其 他 氨基 酸 的 羧基 形成 肽 键 以 后 ,不 能 充当 氢 键 供 体 , 于 是 
主 链 上 氧 键 的 数目 减少 而 使 螺旋 的 稳定 性 降低 ;二 是 它 的 侧 链 为 刚性 的 环 ,这 使 w 螺旋 形成 所 需要 的 
由 值 难 以 达到 。 但 这 并 不 意味 着 Pro 绝对 不 能 出 现在 a 螺旋 中 。 有 时 ,在 某 些 a 螺旋 中 也 会 发 现 Pro 
的 踪影 ,例如 视 紫 红 质 7 次 跨 膜 的 & 螺旋 中 就 有 ,但 它 一 般 只 会 出 现在 a 螺旋 的 前 4 个 氨基 酸 残 基 之 中 ， 
并 且 它 的 出 现 会 导致 螺旋 发 生 小 小 的 弯曲 。 具 有 较 大 R 基 团 或 者 B 碳 原子 上 有 分 支 的 氨基 酸 , 如 De、 
Val Thr、Phe 和 Trp, 因 为 容易 产生 空间 位 阻 ,所 以 不 利于 a 螺旋 的 形成 ;Ser、Asp 和 Asn 在 侧 链 上 靠近 主 
链 的 位 置 含有 氢 键 供 体 或 受 体 ,容易 与 主 链 上 的 N 一 H 或 C 一 0 竞争 形成 氢 键 , 故 也 不 利于 形成 螺旋 ; 
肽 链 上 带 有 电荷 的 氨基 酸 ,如 Gu、Asp、Lys 和 Arg, 如 果 带 同 种 电荷 的 连续 排列 ,也 不 利于 a 螺旋 的 形成 。 

除了 R 基 团 的 大 小 \ 形 状 和 带电 状态 之 外 ,螺旋 具有 的 偶 极 矩 也 能 影响 到 螺旋 的 稳定 性 。 由 于 
稳定 a 螺旋 的 氢 键 几乎 都 平行 于 螺旋 轴 , 使 得 每 一 个 肽 键 的 固有 偶 极 “ 连 为 一 体 ” ,螺旋 的 总 偶 极 和 矩 
(dipole moment) 成 为 一 个 净 偶 极 矩 ,其 正极 在 N 端 , 负 极 在 C 端 (图 2-12)。 虽 然 偶 极 矩 的 存在 不 利于 
螺旋 的 稳定 ,但 蛋白 质 可 以 借助 于 螺旋 本 身 N 端的 酸性 氨基 酸 (R 基 团 带 负 电荷 ) 和 C 端的 碱 性 氨基 酸 
(R 基 团 带 正 电 荷 ) 来 中 和 偶 极 矩 在 螺旋 两 端 带 有 的 相反 电荷 ,从 而 消除 其 对 螺旋 稳定 性 的 不 利 影响 。 此 
外 ,还 可 以 通过 相 邻 螺旋 之 间 的 相互 作用 (两 个 螺旋 反 平 行 排列 ,相互 中 和 各 自在 两 端的 电荷 ) 来 降低 偶 
极 矩 对 螺旋 的 去 稳定 作用 。 有 些 蛋白 质 通过 wa 螺旋 在 N 端 带 有 的 正 电荷 与 带 负 电荷 的 配 体 分 子 ( 如 
磷酸 基 团 ) 结合, 或 者 通过 在 C 端 带 有 的 负电 和 荷 与 带 正 电荷 的 配 体 ( 如 金属 离子 ) 结 合 ,来 消除 偶 极 撼 
对 螺旋 的 稳定 性 产生 的 不 利 影响 。 

对 于 一 个 稳定 的 w 螺旋 而 言 , 主 链 上 的 原子 埋 在 螺旋 的 内 部 ,彼此 之 间 通 过 范 德 华 力 结合 ,里 面 





有 


几乎 已 没有 任何 空隙 ,而 所 有 的 R 基 团 都 嘿 辐射 状 离开 螺旋 的 核心 ,充分 展示 在 螺旋 的 表面 。 螺 旋 
的 这 种 性 质 , 方 便 了 它们 与 其 他 部 位 的 氨基 酸 残 基 的 侧 链 或 者 与 其 他 生物 分 子 (如 DNA) 之 间 的 相 
互 作 用 。 

螺旋 的 上 述 性 质 可 以 用 螺旋 轮 (helical wheel) 作 图 表示 。 一 个 螺旋 轮 是 螺旋 沿 着 螺旋 轴 的 二 维 投 
射 图 ,具体 做 图 步骤 是 :首先 想象 有 一 条 与 螺旋 轴 平 行 . 垂 直 于 纸 平 面 的 直线 (0” )。 甚 项 端 ( 正 对 读者 ) 
表示 螺旋 的 第 一 个 氨基 酸 的 侧 链 ,用 画 圈 的 数字 1 表示 它 的 位 置 ;然后 , 按 顺 时 针 方向 转 100? 画 第 二 
条 直线 ,使 其 一 端 在 螺旋 轴 , 另 一 端 用 画 圈 的 数字 2 表示 第 二 个 氨基 酸 ;再 从 第 二 条 直线 向 顺 时 针 旋 
转 100? 画 第 三 条 直线 , 依 此 类 推 , 直 到 将 螺旋 上 的 所 有 氨基 酸 都 画 上 。 注 意 , 离 我 们 越 近 的 数字 圆圈 
轮 要 画 得 越 大 。 按 照 这 种 作 图 方法 ,第 五 圈 以 后 ,图 的 样式 将 会 重复 , 即 第 19 号 位 的 氨基 酸 残 基 将 位 
于 !1 号 位 残 基 的 上 面 。 

使 用 螺旋 轮作 图 能 显示 出 各 氨基 酸 残 基 侧 链 相对 于 螺旋 边缘 的 分 布 情况 ,有 利于 判断 一 个 & 螺 
旋 是 亲 水 的 ,还 是 疏水 的 ,或 是 两 亲 的 (图 2-13)。 如 果 螺 旋 上 的 亲 水 氨基 酸 较 多 , 则 螺旋 可 视 为 亲 
水 的 ;如 果 全 部 是 玻 水 氨基 酸 ,螺旋 则 是 玻 水 的 。 下 水 w 螺旋 经 常 出 现在 膜 内 在 蛋白 的 跨 膜 区 。 例 如 ， 
在 真 核 细 胞 的 质 膜 上 ,有 一 类 叫 G 蛋白 偶 联 的 受 体 ( 参 看 第 十 七 章 "激素 及 其 受 体 介 导 的 信和 号 转 导 ”)， 
这 类 受 体 属于 跨 膜 蛋白 , 共 跨 膜 7 次 。 每 一 个 跨 膜 的 肽 段 形成 的 都 是 琉 水 as 螺旋; 如果 亲 水 残 基 和 下 
水 残 基 含 量 差不多 ,并 且 亲 水 的 分 布 在 螺旋 一 侧 ,形成 亲 水 的 一 面 , 玻 水 的 集中 在 另 一 侧 ,组 成 踊 水 的 
一 面 ,那么 这 样 的 螺旋 称 为 两 亲 螺 旋 (amphipathic helix)。 两 亲 螺 旋 的 玻 水 面 通 常 与 蛋白 质 内 部 的 疏水 
区 结合 ,而 亲 水 面 与 水 相互 作用 。 此 外 ,在 许多 载 脂 蛋白 分 子 中 还 发 现 两 亲 螺 旋 , 载 脂 蛋白 通过 两 亲 
螺旋 的 疏水 面 与 脂 质 结合 , 亲 水 面 则 暴露 在 水 溶液 之 中 。 





个 2-13 ”两 亲 螺 旋 的 螺旋 轮作 图 


哪些 氨基 酸 残 基 最 
适合 在 跨 膜 的 c 螺旋 的 两 端 ， 
即 在 水 相 和 油 相 的 交界 处 ? 
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除了 a 螺旋 以 外 ,Pauling 还 提出 了 3 螺旋 、2.2; 螺旋 和 T 螺旋 结构 (图 2-14)。 此 外 在 胶原 蛋 
白 分 子 中 还 有 一 种 叫 三 股 螺旋 的 二 级 结构 (人 参见 胶原 蛋白 )。 其 中 3 螺旋 是 a 右手 螺旋 的 过 渡 形 式 ， 
其 瘦 而 长 , 主 链 m 位 氨基 酸 残 基 的 C 一 0 与 n+3 位 残 基 的 N 一 形成 氢 键 ,每 图 只 有 3 个 氨基 酸 残 
基 , 被 氢 键 封闭 的 环 含有 10 个 原子 ;2.2; 螺旋 比较 紧 , 每 图 只 有 2.2 个 氨基 酸 残 基 , 其 主 链 位 氨基 
酸 残 基 的 C 一 0 与 w+2 位 残 基 的 N 一 了 形成 氨 键 , 氢 键 环 共 包 括 7 个 原子 ; T 螺旋 也 称 为 4.4,5 螺旋 ， 
每 圈 有 4.4 个 残 基 , 其 主 链 位 氨基 酸 残 基 的 C 一 0 与 w+5 位 残 基 的 N 一 H 形成 氨 键 , 氧 键 环 共 包 括 
16 个 原子 。 





2-14 ”4 种 螺旋 的 氢 键 形成 


以 上 几 种 螺旋 都 可 以 在 体外 通过 模型 建立 得 到 ,但 存在 于 和 蛋白质 的 螺旋 主要 还 是 螺旋 。 有 人 
在 蛋白 质数 据 库 中 搜寻 过 3 万 个 左右 的 螺旋 片段 以 后 ,发 现 它 们 几乎 都 是 右手 w 螺旋 ,只 有 一 例 
螺旋 一例 左 手 c 螺旋 和 一 例 自由 的 3 螺旋 ,并 且 在 一 些 长 的 a 螺旋 的 两 端 发 现 有 很 短 的 3 螺旋 ， 
还 没有 发 现 2.2; 螺旋 。 

(二 ) B 折 短 

B 折 笃 (B-sheet) 又 称 为 B 扳 片 层 (B-plated sheet), 这 是 Pauling 和 Corey 继 发 现 w 螺旋 结构 后 ， 
同年 发 现 的 又 一 种 重要 的 和 蛋白质 二 级 结构 。 

与 a 螺旋 相 比 ,B 折 释 是 肽 链 的 一 种 更 加 伸展 的 结构 , 主 链 呈 扇面 状 展开 (图 2-15), 其 主要 特征 
包括 : 

() 肽 段 几 乎 完全 伸展 , 肽 平面 之 间 呈 锯齿 状 。 

(2) 相 邻 肽 段 呈现 平行 排列 , 相 邻 肽 段 之 间 的 肽 键 形 成 氢 键 ,其 中 的 每 一 股 肽 段 称 为 B 股 (B 
strand )。 


(3) R 基 团 垂直 于 相 邻 两 个 肽 平面 的 交 线 ,并 交替 分 布 在 折 释 片 层 的 两 侧 。 








框 2-2 ”生化 大 师 的 传奇 一 一 感冒 期 间 的 感悟 

在 20 世纪 30 年 代 , Wiliam Astbury 发 现 潮湿 的 羊毛 或 发 丝 一 旦 发 生 显著 的 伸展 ,其 X 射线 纤维 衍射 
显示 出 的 结构 就 有 剧烈 的 变化 。 他 所 得 到 的 数据 似乎 表明 ,没有 伸展 的 羊毛 和 毛发 纤维 形成 的 是 一 种 螺 
旋 状 的 结构 ,其 螺 距 约 为 0.51 nmo 

Astbury 起 初 提出 的 是 一 种 弯曲 的 链 结构 , 后 来 又 提出 没有 弯曲 的 纤维 形成 的 是 螺旋 (他 称 之 为 w 
型 ); 而 伸展 可 导致 螺旋 解 旋 , 形 成 伸展 的 结构 (他 称 之 为 B 型 )。 

虽然 Astbury 提出 的 模型 细节 是 错误 的 ,但 是 其 核心 内 容 却 是 正确 的 ,与 后 来 标准 的 二 级 结构 
a 螺旋 和 B 折 和 登 相 对 应 。 事 实 上 ,提出 a 螺旋 和 B 折 释 的 三 位 科学 家 Linus Pauling、Robert Corey 和 
Herman Branson 保留 了 Astbury 的 命名 规则 。Hans Neurath 首先 显示 了 Astbury 模型 的 细节 是 错 
误 的 ,原因 是 横 型 导致 原子 在 空间 上 发 生 冲 突 。Neurath 的 相关 论文 和 Astbury 得 到 的 数据 也 启发 了 
H. S. Taylor、Manurice Huggins 和 Bragg 等 人 ,为 了 解释 角 和 蛋白 的 结构 尝试 用 新 的 模型 去 取代 Astbury 
的 模型 。 

在 现代 a 螺旋 模型 建立 的 过 程 中 ,有 两 个 关键 的 进展 十 分 重要 :一 是 对 氨基 酸 和 肽 的 晶体 结构 的 确 
定 ,以 及 Pauling 对 肽 键 平面 性 质 的 正确 预测 ,使 得 对 涉及 的 化 学 键 的 几何 形状 得 以 正确 处 理 ; 二 是 敢于 放 
弃 每 一 圈 螺 旋 的 残 基数 目 必须 是 整数 的 观念 。 两 个 进展 的 融合 发 生 在 1948 年 的 早春 ,Pauling 因 感 冒 住 
院 。 无 聊 至 极 ,Pauling 在 思考 蛋白 质 的 结构 时 ,用 铅笔 在 白 纸 上 画 出 大 致 正确 的 多 肽 链 结构 ,并 尝试 将 纸 
折 笃 成 蝶 旋 状 ,同时 /小 心地 让 肽 平面 结构 不 被 破坏 。 凭 借 对 化 学 键 特别 是 氢 键 结构 的 深入 了 解 ,在 经 过 数 
次 尝试 以 后 ,他 提出 了 靠 氢 键 来 稳定 的 螺旋 结构 。 在 出 院 以 后 ,Pauling 和 他 的 同事 Corey`Branson 一 起 对 
模型 进一步 优化 ,最 后 在 Pauling 生日 的 那 一 天 (1951 年 2 月 28 日 ) 将 相关 论文 投 给 美国 科学 院 院 f PN43) 
并 很 快 得 以 发 表 。 事 实证 明 ,Pauling 提出 的 a 螺旋 模型 正确 得 难以 置信 ,包括 键 长 这 个 细节 (其 精度 在 之 
后 40 多 年 内 都 没有 受到 挑战 )。 但 他 当时 并 没有 考虑 螺旋 的 手 性 ,事实 上 ,发 表 在 PNV4S 上 的 那 篇 题 为 “The 
Structure of Proteins: Two Hydrogen-Bonded Helical Configurations of the Polypeptide Chain ”的 论文 中 男 的 
% 蝶 旋 结构 的 示意 图 是 左手 螺旋 。 现 在 我 们 知道 ,自然 界 的 a 螺旋 几乎 都 是 右手 螺旋 。 

a 蝶 旋 的 发 现 是 生物 化 学 发 展 史 上 的 里 程 碑 事 件 , 特 别 是 Pauling 在 提出 a 蝶 旋 的 过 程 中 所 使 用 的 体 
外 模型 建立 的 方法 ,后 来 被 Wagon 和 Crick 所 采用 。 现 在 生物 化 学 和 分 子 生 物 学 研究 之 中 经 常 采 用 的 计 
算 机 辅助 分 子 建 模 ,实际 上 就 是 Pauling 最 初 使 用 的 体外 模型 建立 的 延伸 。 

Pauling 因 a 螺旋 的 发 现 而 荣获 1954 年 的 诺 贝 尔 化 学 奖 , 后 来 他 还 获得 过 1962 年 的 诺 贝尔 和 平 奖 。 
在 诺 贝 尔 奖 历史 上 ,Pauling 至 今 仍然 是 唯一 一 位 独 享 两 次 诺 贝 尔 奖 的 人 。 





(4) 肽 段 的 走向 有 正平 行 和 反 平 行 两 种 。 正 平行 经 常 简称 为 平行 , 指 相 邻 B 股 的 N 端 位 于 同 侧 ， 
反 平 行 正好 相反 。 在 反 平 行 折 丢 中 , 氢 键 的 3 个 原子 (N 一 H 一 0) 几 乎 位 于 同一 直线 上 ,因此 反 平 行 折 
等 更 加 稳定 (图 2-16), 其 存在 的 概率 就 更 大 。 

(5) 反 平 行 B 折 至 的 每 一 个 氨基 酸 残 基 上 升 0.347 nm, 二 面 角 ( 几 ,y) 约 为 (-13$" ,140。 ); 平 行 B 
折 丢 的 每 一 个 氨基 酸 残 基 上 升 0.325 nm, 二 面 角 ( 由,y) 约 为 (-120? ,105。)。 

因为 平行 B 折 丢 的 稳定 性 低 于 反 平 行 B 折 码 ,所 以 平行 B 折 私 一 般 含 有 较 多 的 B 股 ,很 少 低 于 5 
个 ,并 且 股 总 是 被 包 埋 在 蛋 白 质 的 内 部 ;而 反 平 行 B 折 和 大 含 有 的 B 股 可 以 低 到 2 个 ,其 一 面 经 常 暴 
露 在 水 相 之 中 。 

不 管 是 哪 一 类 B 折 释 ,在 两 边 的 B 股 上 总 会 有 一 些 C 王 0 和 N 一 再 没 有 参与 形成 B 折 乔 内 部 的 
氢 键 ,因此 要 通过 其 他 的 方式 满足 它们 形成 氢 键 的 “欲望 ”。 这 些 方式 包括 :中 与 水 分 子 形成 氧 键 ,如 
果 B 股 正好 暴露 在 水 相 之 中 ;@ 与 其 他 二 级 结构 (如 a 螺旋 ) 上 的 亲 水 氨基 酸 残 基 的 侧 链 形成 氢 键 ， 
如 果 B 股 在 蛋白 质 的 内 部 ;GO 如 果 B 股 在 蛋白 质 的 表面 ,就 与 其 他 有 相同 问题 的 蛋白 质 分 子 的 表面 B 
股 形成 B 折 释 ;人 @ 构 成 B 折叠 的 所 有 B 股 在 空间 上 会 发 生 一 定 的 扭曲 ,以 便 让 第 一 股 和 最 后 一 股 靠 


Linus Pauling 
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GD 正平 行 C mmN 的 N Sa 和 C 





2-16 平行 B 折叠 和 反 平 行 B 折 县 的 结构 比较 


近 , 即 首尾 相连 而 形成 氧 键 , 以 致 这 些 B 股 聚 集 在 一 起 ,形成 一 种 伸展 的 右手 扭曲 结构 (extended right- 
handed twists)。 这 样 的 结构 实际 上 是 一 种 结构 模 体 ( 见 后 ), 多 存在 于 许多 和 蛋白质 分 子 的 核心 。 

有 时 ,两 个 蛋白 质 在 特定 的 条 件 下 ,可 以 各 提供 一 个 B 股 形成 B 折 和 至 ,从 而 导致 两 者 瞬间 结合 , 形 
成 临时 的 复合 物 (例如 真 核 细 胞 内 的 Raf 蛋白 和 Rap 蛋白 )。 这 种 情况 经 常 出 现在 细胞 的 信和 号 转 导 过 
程 中 。 

如 果 B 股 交替 出 现下 水 残 基 和 亲 水 残 基 , 那 么 可 以 形成 两 亲 B 折 蚕 。 这 样 的 结构 常见 于 孔 蛋 白 
(porin)。 孔 蛋白 是 一 种 膜 蛋白 ,由 两 亲 B 折 释 形成 的 B 桶 结构 (B-barrel) 构成 极 性 分 子 进出 细胞 的 
孔洞 。 在 B 桶 结构 中 , 非 极 性 残 基 的 侧 链 伸 向 膜 脂 的 朴 水 区 , 极 性 残 基 在 内 部 形成 通道 ,允许 极 性 分 
子 通过 膜 ( 图 2-17)。 

相 比 于 a 螺旋 ,参与 形成 B 折 丢 的 B 股 在 空间 上 处 于 更 加 伸展 的 状态 ,因而 那些 在 a 螺旋 中 容 
易 产 生 空 间 位 阻 的 氨基 酸 残 基 (在 B 碳 上 有 分 支 的 ) 能 在 B 折 释 中 找到 合适 的 位 置 , 即 侧 链 基 团 庞大 
的 氨基 酸 残 基 更 倾向 于 形成 B 折 和 琶 。 当 然 ,那些 在 B 碳 上 无 分 支 的 氨基 酸 残 基 也 适合 存在 于 B 股 上 ， 
但 大 的 朴 水 侧 链 更 容易 紧密 地 结合 在 一 起 , 故 它们 出 现在 B 折 释 中 的 频率 更 高 。 这 些 氨基 酸 残 基 有 
Val Ile .PheTyr、Trp 和 Thr。 Pro 的 刚性 环 结构 限制 了 它 的 由 值 -85?"~-35" ), 而 B 折 笃 的 由 值 在 -119。 
左右 ,所 以 Pro 从 来 不 会 出 现在 B 折 生 中 。 








转 2-17 和 孔 蛋白 中 由 两 亲 (三 ) B 转角 

B 折枝 构成 的 B 桶 结构 为 了 在 一 条 肽 链 上 形成 B 折 生 ,或 将 一 条 多 肽 链 上 的 a 螺旋 和 /或 B 折 释 组 合 在 一 起 ,通常 需要 
多 肽 链 的 主 链 发 生 弯 曲 或 回 折 ,而 B 转角 结构 就 可 以 达到 这 样 的 目的 。 

学 到 现在 , 你 知道 B 转角 也 称 为 B 弯曲 (beta-bend)B 回 折 (beta-reverse tum)、 紧 密 转角 (tight turn) 或 发 夹 结构 (hairpin 

Pro 有 哪些 性 质 与 其 他 氨基 


structure), 这 种 结构 是 指 伸展 的 肽 链 形成 180。 的 T 形 回 折 。 其 主要 特征 包括 : 

4) 主 链 以 180 "的 回 折 而 改变 了 方向 。 

(2) 由 肽 链 上 4 个 连续 的 氨基 酸 残 基 组 成 ,其 中 习 位 氨基 酸 残 基 的 C 一 0 与 n+3 位 氨基 酸 残 基 的 
N 一 开 形 成 氢 键 。 

(G3) Gly 和 Pro 经 常 出 现在 这 种 结构 之 中 。 这 是 因为 Gly 的 R 基 团 最 小 ,很 容易 调整 其 在 B 转角 
中 的 位 置 ,降低 与 其 他 残 基 (尤其 是 R 基 团 大 的 残 基 ) 之 间 可 能 形成 的 空间 位 阻 ,而 Pro 则 具有 相对 刚 
性 的 环 状 结构 和 固定 的 由 ,在 某 种 程度 上 能 迫使 转角 的 形成 。 

(4) 有 利于 反 和 平行 B 折 释 的 形成 。 这 是 因为 B 转角 改变 了 肽 链 的 走向 ,促进 相 邻 的 肽 段 各 自作 为 
B 股 ,形成 B 折 私 。 

B 转角 有 三 种 类 型 ,前 两 种 类 型 ( 工 型 和 开 型 ) 的 差别 仅仅 在 于 第 二 个 残 基 和 第 三 个 残 基 形 成 的 
肽 平面 的 朝向 (相差 180? ) (图 2-18), 第 三 种 类 型 ( 亚 型 ) 则 有 重复 的 二 面 角 ,( 由 ,yw) 等 于 (-60* ,-30* )， 


酸 不 一 样 ? 
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2-_18 ”两 类 B 转角 的 结构 


与 3 螺旋 接近 。 工 型 转角 更 为 常见 , 它 的 w+2 位 氨基 酸 残 基 最 适合 Pro; 而 工 型 的 n+l 位 氨基 酸 残 基 最 
适合 Pro,n+2 位 适合 Gly 和 其 他 小 的 亲 水 氨基 酸 。 无 论 是 哪 一 种 类 型 ,n+3 氨基 酸 残 基 最 适合 Cly, 而 
位 氨基 酸 残 基 经 常 是 Asn Asp Ser 和 Cys。 

在 构成 B 转角 的 4 个 氨基 酸 残 基 之 中 ,只 有 ) 位 氨基 酸 残 基 的 C 一 0 与 n+3 位 残 基 的 N 一 H 形成 
氢 键 ,其 余 位 置 的 氢 键 供 体 和 受 体 之 间 并 没有 相互 形成 氢 键 。 为 了 让 它们 也 能 参与 形成 氢 键 ,需要 将 
它们 放 在 蛋白 质 的 表面 ,以 方便 与 水 分 子 共 筑 氨 键 。 正 因为 如 此 ,B 转角 通常 出 现在 球状 蛋白 质 的 表 
面 。 已 发 现 蛋白 质 的 抗体 识别 、 磷 酸化 、 糖 基 化 和 羟基 化 位 点 经 常 出 现在 B 转 角 和 紧 靠 B 转角 的 位 置 。 
此 外 ,在 水 溶液 中 的 小 肽 分 子 上 也 发 现 类 似 B 转角 的 结构 。 

由 于 转角 能 够 改变 肽 链 的 走向 ,因此 它 对 球状 蛋白 质 的 形成 十 分 重要 ,但 对 于 纤维 状 蛋白 质 来 
说 , 它 的 肽 链 在 空间 上 只 有 一 个 取向 , 故 一 般 没 有 B 转角 。 

SI (四 ) g 起 

如 图 2-19 所 示 , 当 构 成 B 折 私 的 两 个 B 股 其 中 
的 一 股 多 出 一 个 氨基 酸 残 基 的 时 候 ,原来 连续 的 氢 
键 结构 即 被 打破 ,这 个 多 出 的 氨基 酸 残 基 由 于 没有 
能 与 之 形成 氢 键 的 供 体 或 受 体 ,只 能 突出 在 外 ,从 而 
使 肽 链 发 生 轻 微 的 弯曲 ,形成 了 B 吓 起 。B 凸 起 主 
要 存在 于 反 平 行 B 折 释 之 中 ,只 有 约 5% 的 B 凸 起 
出 现在 平行 的 B 折 琶 结构 之 中 。B 凸 起 也 能 改变 多 
肽 链 的 走向 ,但 没有 B 转角 那样 明显 。 

(五 ) 无 规则 卷曲 与 环 
让 在 蛋白 质 分子 中 ,除了 上 述 几 种 有 规则 的 二 级 
结构 以 外 ,还 有 一 些 极 不 规则 的 二 级 结构 ,它们 柔性 强 , 涉 及 的 二 面 角 (由 ,yw) 变化 大 ,但 也 不 是 任意 变 
动 的 ,这 些 结构 统称 为 无 规则 卷曲 。 

环 在 很 长 一 段 时 间 里 被 归 为 无 规则 卷曲 的 一 种 ,但 随 着 对 其 结构 和 功能 认识 的 深入 ,人 们 越 来 越 
倾向 于 将 其 视 为 一 种 独立 的 二 级 结构 形式 。 环 作为 蛋白 质 三 维 结构 中 最 重要 的 动态 结构 元 件 ,一般 
位 于 球状 蛋白 质 的 表面 ,在 很 多 地 方 充当 将 有 规则 的 二 级 结构 联系 在 一 起 的 纽带 (图 2-20), 其 侧 链 和 
主 链 部 分 通常 含有 各 种 结合 位 点 和 功能 位 点 ,并 以 运动 的 方式 作为 控制 与 蛋白 质 相 互 作用 的 配 体 进 
入 的 门槛?。 已 发 现 的 与 环 有 关 的 生物 功能 包括 :分 子 识别 .与 其 他 蛋白 质 相 互 作 用 与 配 体 结 合 、 参 
与 酶 的 催化 或 控制 酶 的 催化 等 。 从 进化 的 角度 来 看 ,相同 的 蛋白 质 家 族 的 不 同 成 员 在 功能 上 的 差异 
通常 是 由 蛋白质 表 面 的 结构 变化 引起 的 ,而 这 些 变化 经 常 发 生 在 环 上 。 因 此 , 环 结构 的 突变 是 蛋白 质 





转 2-19 凸 起 





为 什么 B 凸 起 更 容 





易 出 现在 反 平 行 B 折 琶 之 中 ? 
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Ba B-B 发 夹 


2-20 存在 于 有 规则 的 
二 级 结构 之 中 的 各 种 环 


27 


肽 键 从 反 式 变 成 顺 
式 是 构象 还 是 构 型 的 变化 ? 
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进化 产生 新 活性 和 新 功能 的 常见 手段 。 


三 、 蛋 白质 的 三 级 结构 

三 级 结构 是 指 构成 蛋白 质 的 多 肽 链 在 二 级 结构 的 基础 上 ,进一步 盘 绕 ,卷曲 和 折 乔 ,形成 的 特定 
空间 结构 , 它 包 括 了 肽 链 上 所 有 原子 的 空间 排 布 。 三 级 结构 通常 由 模 体 (motif) 和 结构 域 (domain) 组 
成 。 一 种 蛋白 质 的 全 部 三 维 结构 又 可 以 称 为 它 的 构象 (conformation)。 但 注意 不 要 将 构象 与 构 型 
(configuration) 混为一谈 。 构 型 是 指 在 立体 异 构 中 ,一 组 特定 的 原子 或 基 团 在 空间 上 的 几何 布局 。 两 种 不 
同 构 型 的 转变 总 是 伴随 着 共 价 键 的 断裂 和 重新 形成 。 然 而 ,一 个 蛋白 质 可 以 存在 几 种 不 同 的 构象 ,但 构象 
的 转变 仅仅 是 单 键 的 自由 旋转 造成 的 ,没有 共 价 键 的 断裂 和 形成 。 构 成 蛋白 质 的 多 肽 链 上 存在 多 个 单 键 , 因 
此 一 种 蛋白 质 在 理论 上 可 能 具有 许多 不 同 的 构象 。 然 而 ,在 生理 条 件 下 ,一 种 蛋白 质 只 会 采取 一 种 或 几 种 
在 能 量 上 有 利 的 构象 。 

(一 ) 稳定 三 级 结构 的 化 学 键 

稳定 三 级 结构 的 化 学 键 主要 是 次 级 
键 ,包括 氢 键 、 玻 水 键 .离子 键 、 范 德 华 力 
(图 2-21)。 有 的 金属 蛋白 还 借助 于 金属 
配 位 键 来 稳定 它们 的 三 级 结构 。 此 外 ， 

属于 共 价 键 的 二 硫 键 也 参与 稳定 许多 和 蛋 
白质 的 三 维 结构 。 

(GD) 氧 键 ” 凡 是 与 电 负 性 很 强 的 原 
子 如 ON 或 FE) 相 连 的 氢 原 子 ( 氧 键 供 体 )， 
由 于 带 部 分 正 电 荷 ,可 以 和 另 一 电 负 性 较 
强 的 带 部 分 负电 荷 的 原子 ( 氧 键 受 体 ), 通 
过 静电 吸引 相连 接 ,以 这 种 方式 形成 的 键 | 一 CH 一 c 本 一 CH 一 CH 1 
叫 氧 键 。 氧 键 除 了 用 来 稳定 蛋白 质 的 二 
级 结构 以 外 ,在 维持 三 级 结构 方面 也 起 着 
重要 作用 。 不 过 ,稳定 二 级 结构 的 氧 键 供 
体 和 受 体 来 自主 链 , 而 稳定 三 级 结构 的 氢 
键 供 体 和 受 体 一 般 则 来 自 R 基 团 , 例 如 
羟基 氨基 酸 的 一 OH 和 酸性 氨基 酸 的 一 COOH。 

氧 键 的 键 能 为 12~30 kJymol, 比 共 价 键 弱 得 多 。 但 由 于 蛋白 质 分 子 中 存在 许多 氢 键 ,其 在 维持 蛋白 
质 三 级 结构 的 稳定 性 中 仍 有 很 大 贡献 。 

(2) 离子 键 ”离子 键 是 带 相 反 电 荷 基 团 之 间 的 静电 引力 (electrostatic interactions), 其 键 能 为 20 kJ/mol， 
在 蛋白 质 中 常 称 为 盐 键 (salt bond) 或 盐 桥 (salt bridge)。 在 生理 pH 下 , 肽 链 上 的 碱 性 氨基 酸 残 基 侧 链 
带 正 电 ,酸性 氨基 酸 残 基 侧 链 带 负电 ,此 外 游离 的 N 端 氨基 和 C 端 羧基 也 分 别 带 正 、 负 电荷 ,所 有 这 些 
带电 荷 的 基 团 都 可 以 参与 形成 盐 键 。 

(3) 政 水 键 ” 构 成 蛋白 质 的 朴 水 残 基 上 的 各 种 非 极 性 R 基 团 避 开 水 相 ,互相 聚集 在 一 起 而 形成 的 
作用 力 称 为 下 水 键 (hydrophobic bond), 也 称 为 芍 水 作用 力 ,其 键 能 <40 kJ,mol。 在 水 浴 液 中 , 玻 水 基 团 
会 躲避 周围 的 极 性 溶剂 而 自发 地 聚集 在 一 起 ,从 而 在 分 子 内 部 形成 下 水 核心 。 这 种 朴 水 相互 作用 在 
维持 蛋白 质 的 三 级 结构 中 起 着 十 分 重要 的 作用 。 如 果 一 个 多 肽 的 所 有 氨基 酸 残 基 都 是 亲 水 的 ,那么 
用 来 驱动 三 级 结构 形成 的 力 将 十 分 有 限 。 而 如 果 一 个 多 肽 既 含 有 亲 水 氨基 酸 又 含有 下 水 氨基 酸 , 则 
有 利于 蛋白 质 在 浴 液 中 快速 地 折 释 ,并 到 达 最 终 的 构象 状态 。 

需要 特别 注意 的 是 , 朴 水 键 并 不 是 发 生 在 玻 水 基 团 之 间 的 一 种 主动 吸引 力 ,而 是 一 种 受热 力学 第 
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二 定律 驱动 的 作用 力 。 将 朴 水 基 团 集中 在 蛋白 质 内 部 的 疏水 核心 在 能 量 上 是 有 利 的 ,因为 它 降 低 了 政 
水 基 团 与 水 分 子 之 间 不 利 的 作用 ,反而 使 朴 水 基 团 之 间 的 范 德 华 力 大 大 增加 。 如 图 2-22 所 示 ,如 果 两 
个 玻 水 基 团 (A 和 B) 单 独 存在 的 话 ,其 表面 会 附着 更 多 有 序 的 水 分 子 , 所 以 比 较 小 ; 然而 ,如 果 两 个 
朴 水 基 团 聚合 在 一 起 (A-B) 的 话 , 由 于 球面 积 是 半径 的 平方 ,而 体积 是 半径 的 立方 ,那么 将 有 一 部 分 水 
分 子 从 玻 水 基 团 的 表面 释放 出 来 ,进入 无 序 状 态 , 这 会 导致 系统 的 焙 增 加 。 另 外 , 当 两 个 朴 水 基 团 因为 
玻 水 作用 力 而 靠近 ,这 也 为 它们 之 间 建 立 范 德 华 力 创造 了 条 件 。 正 因为 如 此 , 玻 水 键 和 范 德 华 力 往往 
相伴 相 随 , 一 起 对 稳定 蛋白 质 的 三 维 结构 ,核酸 的 双 螺旋 结构 以 及 生物 膜 的 脂 双 层 结构 起 决定 性 作用 。 

(4) 范 德 华 力 (van der Waals force) 范 德 华 力 是 在 两 个 相 邻 的 不 带电 荷 的 非 成 键 原 子 (non- 
bonded atom) 之 间 的 作用 力 ,这 种 作用 力 可 能 是 吸引 力也 可 能 是 排斥 力 。 吸 引 性 的 范 德 华 力 源 于 相 邻 
的 不 带电 荷 的 非 成 键 原子 因为 电荷 密度 的 波动 ,引发 的 诱导 偶 极 (induced dipole) 之 间 的 相互 吸引 ; 排 
斥 性 范 德 华 力 产生 的 原因 是 相 邻 的 不 带电 荷 的 非 成 键 原子 靠 得 太 近 , 但 并 没有 诱导 偶 极 , 反 而 因 电 子 
云 的 重 码 引 发 电子 与 电子 之 间 的 排斥 。 

尽管 范 德 华 力 非常 弱 , 键 能 只 有 0.4~4 kJmol, 但 在 蛋白 质 分 子 中 ,这 样 的 作用 力 大 量 存在 ,因此 其 
对 蛋白质 三 级 结构 的 形成 和 稳定 所 起 的 作用 不 容 小 山 。 

(5) 配 位 键 ” 配 位 键 是 一 种 特殊 形式 的 共 价 键 , 它 对 某 些 金属 蛋白 (metalloprotein) 的 三 级 结构 具 
有 一 定 的 稳定 作用 。 以 羧 肽 酶 A (carboxypeptidase A) 为 例 , 这 种 由 307 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 蛋白 质 
大 致 折 丢 成 球形 ,这 和 1 个 Zn 与 其 His 69、Glu 72、His 196 的 侧 链 以 及 工 个 水 分 子 配 位 结合 形成 
四 面体 结构 有 一 定 关系 。 

(6) 二 硫 键 ”二 硫 键 也 称 为 二 硫 桥 , 它 是 在 两 个 半 胱 氨 酸 残 基 的 S 原子 之 间 形 成 的 共 价 交 联 。 含 
有 二 硫 键 的 蛋白 质 一般 是 分 刻 蛋 白 或 者 细胞 膜 蛋白 (如 胰岛 素 、 胰 岛 素 的 受 体 动物 消化 道内 的 各 种 
蛋白 酶 ), 而 胞 内 和 蛋白 很 少 含 有 二 硫 键 。 其 原因 在 于 :一 是 胞 外 的 环境 比较 恶劣 如 胃液 的 pH 在 2 以 下 ); 
二 是 蛋白 质 也 比较 小 , 故 朴 水 作用 力 相 对 要 弱 ;三 是 胞 外 环境 的 氧化 性 较 强 。 这 三 种 因素 使 蛋白 质 必 
须 借 助 键 能 最 强 的 二 硫 键 来 加 固 它们 的 三 级 结构 。 

(二 ) 研究 三 级 结构 的 方法 

确定 蛋白 质 三 级 结构 的 方法 主要 有 两 种 :一 种 是 X 射 线 晶 体 衍 射 , 另 一 种 是 核磁 共振 影像 
(nuclear magnetic resonance imaging,NMR)。 这 两 种 方法 各 有 千秋 ,有 时 也 用 来 研究 蛋白 质 的 二 级 结构 。 
前 一 种 方法 首先 需要 得 到 蛋白 质 的 晶体 ,只 有 在 得 到 晶体 以 后 , 才 可 以 对 和 蛋白质 进行 X 射线 衍射 分 
析 。 但 是 ,想得到 一 种 蛋白 质 的 晶体 并 非 易 事 , 特 别 是 膜 蛋白 , 某 些 蛋白 质 的 晶体 也 许 永远 都 得 不 到 。 
此 外 ,X 射线 衍射 分 析 得 到 的 并 不 是 原子 的 直接 图 谱 , 而 是 电子 密度 图 谱 。 因 此 需要 利用 专业 的 傅 里 
叶 逆 变换 (inverse Fourier transform) 去 分 析 电 子 密度 ,再 还 原 成 三 维 结构 (图 2-23)。 该 方法 的 缺 
点 是 :得 到 的 是 蛋白 质 分 子 在 晶体 状态 下 的 三 维 结构 。 这 种 结构 与 蛋白 质 分 子 在 细胞 内 的 天 然 结构 
可 能 有 较 大 的 差别 ,原因 是 晶体 中 的 蛋白 质 分 子 相 互 间 是 紧密 而 有 规律 地 排列 在 一 起 的 ,运动 性 较 
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差 , 而 细胞 中 的 蛋白 质 分 子 大 多 数 处 于 溶液 状态 ,周围 是 水 分 子 和 其 他 生物 分 子 ,运动 性 较 强 。 而 且 ， 
有 些 蛋 白质 只 能 稳定 地 处 于 溶解 状态 ,无 法 结晶 。 后 一 种 方法 是 根据 原子 核 在 磁场 下 的 振动 情况 来 
分 析 蛋 白质 结构 ,由 瑞士 化 学 家 Kurt Wiithrich 建立 。 它 可 以 直接 对 在 浴 液 中 的 蛋白 质 结构 进行 研究 ， 
得 到 的 三 维 结构 也 更 接近 蛋白质 在 生理 条 件 下 的 真实 构象 。 此 外 ,通过 改变 溶液 的 性 质 , 可 以 模拟 出 
细胞 内 的 各 种 生理 条 件 ,以 观察 周围 环境 的 变化 对 蛋白 质 分 子 构象 的 影响 。 但 此 种 方法 限于 研究 由 少 
于 120 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 蛋白 质 , 这 就 大 大 地 限制 了 它 的 使 用 。 而 X 射线 晶体 衍射 的 方法 对 蛋白 质 
分 子 的 大 小 没有 限制 。 

自 1985 年 NMR 建立 以 来 ,已 有 几 百 种 蛋白 质 的 空间 结构 通过 这 种 方法 获得 , 约 占 已 知 空间 结构 
的 蛋白 质 总 数 的 20%。 其 中 有 些 蛋 白质 也 利用 X 射线 晶体 衍射 测定 过 。 比 较 两 种 方法 得 到 的 结果 ， 
可 以 看 出 大 体 上 是 相同 的 ,但 局 部 的 表面 区 域 由 于 它们 所 处 的 环境 不 一 样 而 呈现 出 明显 的 差异 。 另 
外 ,许多 蛋白 质 在 晶体 状态 下 仍然 具有 在 细胞 生理 状态 下 的 生物 活性 (如 与 配 体 结合 、 催 化 反应 等 )。 
由 此 可 见 ,两 种 方法 得 到 的 结果 都 是 可 靠 的 。 

(三 ) 三 级 结构 的 表示 方法 

在 得 到 一 种 蛋白 质 的 三 维 结构 以 后 ,可 以 用 不 同 的 模型 将 其 展示 出 来 。 几 种 常见 的 模型 包括 (图 
2-24): 线 框 (wire-frame) 模型 ,用 线 框 表示 蛋白 质 主 链 及 其 侧 链 ,以 显示 蛋白 质 分 子 在 三 维 空间 上 的 
轮廓 ;@) 球 棍 (ball and stick) 模 型 ,用 " 球 ” 代表 成 键 原 子 ,“ 棍 ”代表 原子 之 间 的 共 价 键 , 以 此 显示 蛋白 
质 分 子 的 三 维 结构 ;@@ 棍 式 (stick) 模 型 ,用 " 细 棍 ”代表 原子 之 间 的 共 价 键 ,但 原子 本 身 并 没有 显示 出 
来 ; 细 空间 填充 (space-filing) 模型 ,用 重叠 的 球 来 表示 成 键 原子 , 球 的 直径 由 范 德 华 半径 决定 ,此 模 
型 能 更 真实 地 显示 出 蛋白 质 分 子 的 外 形 , 但 很 难 从 模型 中 看 见 它 的 键 角 ,很 多 重要 的 结构 信息 也 没 
有 表现 出 来 ;@@ 骨 架 (backbone) 模 型 ,用 粗 的 线条 显示 蛋白 质 主 链 在 空间 上 的 走向 ;@ 丝 带 (ribbon) 模 
型 ,用 不 同形 状 的 丝带 显示 构成 蛋白 质 分 子 的 各 种 二 级 结构 在 三 维 空间 内 的 排 布 ,此 模型 虽 不 能 显示 
构成 蛋白 质 分 子 的 各 个 原子 在 空间 上 的 具体 排 布 ,但 能 显示 与 蛋白 质 三 维 结构 相关 的 重要 的 二 级 结 
构 信 息 。 
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(四 ) 三 级 结构 的 结构 部 件 

1， 模 体 

在 结构 生物 学 (structural biology) 上 , 模 体 这 个 概念 有 两 种 不 同 的 用 法 。 第 一 种 用 在 一 级 结构 上 ， 
特 指 具有 特殊 生物 化 学 功能 的 特定 氨基 酸 序列 或 DNA 分 子 上 的 碱 基 序列 ,被 称 为 序列 模 体 (sequence 
motif)。 例 如 ,很 多 DNA 结合 蛋白 (DNA binding protein) 的 一 级 结构 含有 一 段 CX。 ,CXDHXsH 序列 (X 
代表 任何 一 种 氨基 酸 残 基 ), 它 是 形成 锌 指 结构 (zinc finger) 的 特征 序列 (参看 第 四 十 三 章 “ 真 核 生 物 
的 基因 表达 调控 ”)。 再 如 ,能 够 与 整 联 和 蛋白 (integrin) 结合 的 细胞 外 基质 蛋白 一 般 含 有 RGD 序列 模 
体 。 还 有 在 细胞 质 核糖 体 上 合成 的 .最 后 定位 并 留 在 内 质 网 腔 的 蛋白 质 都 含有 KDEL 序列 模 体 (参看 
第 四 十 章 “ 蛋 白质 的 翻译 后 加 工 及 其 定向 和 分 拣 ” )。 模 体 的 第 二 种 用 法 表示 的 是 结构 模 体 (structural 
motif), 相 当 于 超 二 级 结构 (super-secondary structure)。 如 果 一 种 结构 模 体 对 应 于 一 种 特定 的 生物 功能 ， 
那么 这 种 结构 模 体 可 称 为 功能 模 体 (functional motif)。 

结构 模 体 作 为 结构 域 的 组 分 , 介 于 和 蛋白质 二 级 结构 和 三 级 结构 之 间 , 由 相 邻 的 二 级 结构 单元 彼此 
相互 作用 ,组 合 在 一 起 ,排列 成 规则 的 、 在 空间 结构 上 易于 辨认 的 二 级 结构 组 合体 ,并 充当 三 级 结构 的 
构件 。 多 数 情况 下 只 有 朴 水 残 基 的 侧 链 参与 这 些 相 互 作用 ,而 亲 水 侧 链 多 在 分 子 的 外 表面 。 常 见 的 
结构 模 体 包 括 (图 2-25):@D 卷 曲 螺旋 (coiled coiD);@ 螺 旋 - 环 - 螺旋 (helix-loop-helix,HLH);@@ 螺 旋 - 
转角 -螺旋 (helix-tum_helix,HTHD);GD Rossmann 折 春 (Rossmann fold);@ 希 腊 钥匙 模 体 (the Greek key 图 2 -25 几 种 结构 模 体 
motif);(OB 发 夹 (B-hairpin)。 晤 IE 
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HLH 又 称 为 BF 手相 (EF_hand), 是 一 种 典型 的 功能 模 体 。 它 是 由 忆 螺 旋 、F 螺旋 和 螺旋 之 间 的 
一 个 环 组 成 (图 2_27), 已 被 发 现存 在 于 多 种 与 Ca 结合 的 Car 传感器 蛋白 上 (参看 第 十 七 章 “ 激 素 及 
其 受 体 介 导 的 信号 转 导 ” ),Caz 在 环 上 与 蛋白 质 结 合 。 螺 旋 - 环 - 螺旋 里 面 有 一 类 叫 碱 性 螺旋 - 环 - 
螺旋 (basic helix-loop-helixz,bHLH), 其 中 的 一 股 螺旋 含有 碱 性 氨基 酸 残 基 。 许 多 参与 基因 转录 的 转录 
因子 (如 e-Mye 和 MyoD) 含有 这 种 模 体 结构 。 这 些 转录 因子 通过 为 什么 将 这 两 段 曙 
碱 性 螺旋 上 的 亲 水 氨基 酸 残 基 , 识 别 DNA 双 螺 旋 大 沟 内 特定 的 碱 。 谁 称 为 = 军旗 和 F 浊 放 ? 
基 序列 ,并 形成 氢 键 ,从 而 与 DNA 分 子 上 的 特定 序列 位 点 结合 ( 参 
看 第 四 十 三 章 * 真 核 生物 的 基因 表达 调控 ” )。 你 认为 e 螺旋 上 
HTH 模 体 是 另外 一 种 重要 的 功能 模 体 , 它 也 出 现在 许多 与 。 i 和 人 拓 区 全 鸡 和 
DNA 特异 性 结合 的 蛋白 质 分 子 上 (如 Cro、CAP 和 入 阻 遏 蛋 白 , 参 ”相互 作用 ? 
看 第 四 十 二 章 * 原 核 生物 的 基因 表达 调控 ” ), 其 中 与 DNA 结合 的 
也 是 两 股 w 螺旋 中 的 一 股 。 这 股 螺旋 主要 也 是 通过 表面 亲 水 氨基 
酸 残 基 的 侧 链 ,与 DNA 分 子 上 的 特殊 碱 基 序列 形成 氢 键 而 结合 。 
Rossmann 扳 由 两 个 相连 的 Bap 单位 组 成 ,每 一 个 BaB 单 
位 由 两 段 平行 的 BR 股 和 一 段 作为 连接 链 的 a 螺旋 组 成 ,进而 形成 


卷曲 螺旋 是 一 种 常见 的 wa 螺旋 聚合 体 ,一 般 是 由 两 股 或 三 股 w 螺旋 组 装 而 成 的 一 种 超 螺旋 结构 起 二 

(图 2-26), 每 一 股 螺旋 一 般 含 有 HXXHCXC 七 肽 重复 序列 (heptad repeat), 这 里 的 H 表示 下 水 氨基 酸 有 

残 基 (经常 是 Leu),C 表示 带电 荷 的 氨基 酸 残 基 ,X 表示 其 他 类 型 的 氨基 酸 残 基 。 这 种 有 规律 的 七 肽 重 所 

复 序列 使 螺旋 之 间 能 够 通过 螺旋 表面 的 疏水 补丁 聚合 在 一 起 ,形成 二 聚 体 或 多 聚 体 。 卷 曲 螺旋 不 仅 区 

作为 三 级 结构 的 模 体 参 与 蛋白 质 的 折叠 ,而 且 还 参与 蛋白 质 与 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 ,因为 蛋白 质 之 姓 

间 可 以 通过 它 形 成 二 聚 体 或 多 聚 体 复合 物 ,例如 a- 角 和 蛋白 之 间 就 可 以 通过 这 种 方式 形成 二 聚 体 ( 参 

看 第 三 章 “和 蛋白质 的 功能 及 其 与 结构 之 间 的 关系 ”)。 和 
we 






2-26 ” 双 股 卷曲 螺旋 





人 227 ESH BaBap 结构 。 同 时 在 紧密 结合 的 折 春 和 螺旋 之 间 经 常 有 一 个 下 


水 的 核心 [ 图 2-28(1) ]。 这 种 模 体能 结合 辅酶 I 和 辅酶 开 , 故 存在 于 许多 以 NAD* 或 NADP" 为 辅酶 的 
脱氧 酶 (如 乙醇 脱 氢 酶 ) 中 。 
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2-28 (1) Rossmann 折 
释 ;(2) 希 腊 钥 匙 (图 中 的 箭头 
表示 B 股 ) 
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2_29 ”两 个 相 邻 结构 域 
的 完美 重 到 (Petsko 等 ,2004) 
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希腊 钥匙 模 体 是 一 种 全 B 折 私 聚合 体 ,存在 于 许多 不 同类 型 的 蛋白 质 中 , 因 在 拓扑 学 上 像 古 代 花 
瓶 上 的 希腊 钥匙 而 得 名 [ 图 2-28 (2)]。 例 如 ,和 白 蛋 白 原 (pre-albumin) 和 质 体 蓝 素 (plastocyanin,PC) 就 
含有 这 种 模 体 。 

B 发 夹 因 形似 发 夹 而 得 名 , 它 是 蛋白 质 所 有 模 体 中 最 简单 的 一 种 ,由 两 段 反 平行 的 B 股 和 一 段 连接 小 
环 (发 夹 环 ) 组 成 。B 股 之 间 形 成 氢 键 ,小 环 含 有 2~5 个 氨基 酸 残 基 。 这 种 模 体 结 构 有 时 会 出 现在 一 些小 
肽 分 子 上 。 

2. 结构 域 

某 些 蛋白 质 ( 如 胶原 蛋白 ) 呈 纤 维 状 ,其 肽 链 向 同一 个 方向 伸 长 ,但 多 数 蛋白 质 会 卷曲 成 致密 的 球 
状 结构 。M,<2 x 10' 的 蛋白 质 通常 呈 一 个 简单 的 球形 (平均 直径 为 2~3 nm), 而 较 大 的 蛋白 质 一般 会 折 
丢 成 两 个 或 多 个 相对 独立 的 球状 区 域 。 这 些 相对 独立 的 球状 结构 和 /或 功能 模块 称 为 结构 域 (domain)。 
每 一 个 结构 域 通常 是 独自 折 丢 形成 的 ,内 部 都 有 一 个 疏水 的 核心 ,并 含有 一 个 或 几 个 模 体 结构 。 基 水 
的 核心 是 结构 域 稳定 存在 所 必需 的 。 

结构 域 大 小 有 别 ,但 通常 不 会 大 于 最 大 的 单 结 构 域 蛋白 (大 约 由 250 个 氨基 酸 残 基 组 成 ), 其 中 大 
多 数 结构 域 由 200 个 以 下 氨基 酸 残 基 组 成 ,由 51~150 个 氨基 酸 残 基 构 成 的 结构 域 约 占 49%。 迄 今 发 
现 的 最 大 的 结构 域 含有 907 个 氨基 酸 残 基 。 大 的 结构 域 玻 水 核心 较 大 ,所 以 稳定 性 要 好 。 小 的 结构 
域 下 水 核心 较 小 ,因而 稳定 性 要 差 ,经 常 需 要 借助 于 金属 离子 的 结合 或 二 硫 键 来 加 固 。 

不 同 的 蛋白 质 含有 的 结构 域 数目 也 可 能 不 一 样 , 以 2~3 个 较为 普遍 ,其 中 有 一 个 蛋白 质 被 发 现 含 
有 多 达 13 个 结构 域 。 另 外 , 某 些 结构 域 在 同一 个 蛋白 质 分 子 上 有 多 个 拷贝 , 即 一 个 蛋白 质 分 子 含 有 多 
个 相同 或 相似 的 结构 域 。 有 时 ,两 个 相 邻 的 结构 域 之 间 除 了 一 些 起 连接 作用 的 外 部 环 和 小 的 肽 段 以 
外 ,可 以 发 生 几 乎 完美 的 重奏 (图 2-29)。 一 般 认 为 ,这 样 的 蛋白 质 是 通过 基因 重复 (gene duplication) 
的 方式 进化 而 来 的 , 即 一 个 结构 域 是 另外 一 个 结构 域 的 复制 品 。 对 于 某 些 蛋白 质 ,复制 的 结构 域 与 母 
体 结构 域 在 序列 上 具有 某 种 一 致 性 ,而 对 于 其 他 一 些 蛋白 质 , 经 过 多 年 的 进化 ,序列 跟 母 体 相 比 已 变 
得 面目 全 非 。 复 制 的 结构 域 是 否 与 原来 的 结构 域 具有 一 致 性 , 则 取决 于 复制 事件 已 经 历 了 多 长 时 间 
以 及 指导 它 趋 异 的 功能 对 原 序 列 的 影响 。 显 然 , 基 因 复 制 的 越 古 老 , 积 累 的 突变 就 越 多 ,从 而 使 序列 
之 间 的 亲缘 关系 变 得 模糊 。 以 大 肠 杆菌 的 硫 酯 酶 (thioesterase) 为 例 , 它 有 两 个 结构 域 在 大 小 和 形状 上 
几乎 完全 相同 ,但 氨基 酸 序列 差 之 甚 远 ,这 显然 是 几 百 万 年 的 随机 突变 造成 的 。 

结构 域 在 结构 上 是 相对 独立 的 ,在 功能 上 也 是 如 此 。 许 多 蛋白 质 的 结构 域 在 特殊 的 条 件 下 被 分 
开 以 后 ,每 一 个 结构 域 仍然 保留 各 自 原 有 的 功能 。 例 如 ,大 肠 杆菌 DNA 聚合 酶 工 含 有 3 个 结构 域 ,分 
别 有 DNA 聚合 酶 .3'- 外 切 核酸 酶 和 5'- 外 切 核酸 酶 的 活性 。 使 用 胰 和 蛋白酶 可 以 将 其 中 的 一 个 结构 
域 和 另外 两 个 结构 域 分 开 。 利 用 这 种 方法 游离 出 来 的 小 结构 域 具有 5' - 外 切 核酸 酶 活性 ,另外 两 个 结 
构 域 保留 DNA 聚合 酶 和 3'- 外 切 核酸 酶 活性 。 在 许多 参与 激活 基因 转录 的 激活 蛋白 分 子 上 ,结构 域 
所 具有 的 相对 独立 性 更 是 表现 得 淋 沉 尽 致 。 这 些 激活 蛋白 一 般 有 两 个 结构 域 , 一 个 负责 与 DNA 特异 
性 结合 , 另 一 个 负责 激活 基因 的 表达 。 当 将 DNA 结合 结构 域 与 一 种 本 来 并 不 能 结合 DNA 的 蛋白 质 
A 融合 ,再 将 激活 基因 表达 的 结构 域 与 另外 一 种 并 不 能 激活 基因 表达 的 蛋白 质 B 融合 以 后 , 令 人 惊奇 
的 是 ,如 果 AB 之 间 能 够 发 生 特异 性 相互 作用 ,那么 AB 在 相互 结合 以 后 ,竟然 能 够 作为 一 个 整体 ,去 
激活 报告 基因 的 表达 。 有 人 正 是 根据 这 一 点 ,发 明了 一 种 研究 蛋白 质 与 蛋白 质 相 互 作用 的 酵母 双 杂 
交 技 术 (参看 第 四 十 四 章 “重组 DNA 技术 ”)。 当 然 ,并 不 是 所 有 的 蛋白 质 在 结构 域 被 人 为 分 开 以 后 ， 
可 以 保证 功能 不 受到 影响 。 如 果 一 种 蛋白 质 的 某 项 功能 由 它 的 两 个 结构 域 共同 承 当 ,显然 对 于 这 样 
的 蛋白 质 , 其 结构 域 的 分 离 必然 会 影响 到 它 的 功能 。 还 有 一 种 情形 ,一 个 结构 域 的 功能 是 调节 另外 一 
个 结构 域 的 活性 ,例如 某 些 酶 的 催化 中 心 在 一 个 结构 域 上 ,调节 酶 活性 的 别 构 中 心 在 另外 一 个 结构 域 
上 ,如 果 将 这 两 个 结构 域 分 开 的 话 ,这 些 酶 的 活性 将 不 再 受 原来 的 与 别 构 中 心 结 合 的 别 构 效 应 物 的 调 
节 (参看 第 十 二 章 “ 本 活 性 的 调节 ”)。 











根据 占 优 势 的 二 级 结构 元 件 的 类 型 ,结构 域 通常 分 为 四 大 类 :GD a 结构 域 , 完 全 由 a 螺旋 组 成 ; 
@) 8 结构 域 ,只 含有 折 笃 .8B 转角 和 不 规则 环 结构 ;G@) a/B 结构 域 ,由 B 股 和 起 连接 作用 的 a 螺旋 片 
段 组 成 ,其 组 成 单元 是 BaB 模 体 ;@ a+B 结构 域 , 由 独立 的 a 螺旋 区 入 折 友 区 组 成 。 第 四 类 与 前 
三 类 会 发 生 重 友 , 所 以 有 时 难以 鉴定 。 构 成 这 四 类 结构 域 的 二 级 结构 元 件 可 能 有 不 同 的 组 织 方式 ,而 
每 一 种 组 织 就 是 一 种 结构 模 体 。 此 外 ,还 有 一 些 结构 域 缺乏 特定 的 二 级 结构 元 件 ,需要 借助 二 硫 键 或 
金属 离子 来 稳定 。 

wa 结构 域 经 常 含有 四 螺旋 束 (four-helix bundle) 模 体 ,并 行使 多 种 生物 功能 ,包括 氧气 运输 、 核 酸 
结合 和 电子 传递 等 。 这 种 模 体 由 4 个 反 平 行 的 w 螺旋 聚合 而 成 ,每 一 个 a 螺旋 与 下 一 个 相交 , 夹 角 约 
为 -20* ,于 是 整个 模 体 向 左手 弯曲 。 例 如 ,是 归 肌 红 和 蛋白 (myohemerythrin) (图 2-30) 和 人 生长 激素 就 
含有 这 种 模 体 。 另 外 一 种 常见 的 组 成 ax 结构 域 的 模 体 是 珠 蛋 白 折 码 (globin fold), 它 一 般 由 8 个 左右 
的 wa 螺旋 组 成 ,相互 间 的 夹 角 为 9 和 50? 。 这 种 模 体 使 结构 域内 部 形成 一 个 朴 水 的 口袋 ,以 容纳 大 
的 玻 水 性 的 血红 素 辅 基 。 该 折 笃 因 在 肌 红 蛋白 中 首先 发 现 而 得 名 。 肌 红 和 蛋白 只 有 一 个 结构 域 ,功能 
是 贮存 氧气 ,构成 模 体 的 8 个 螺旋 环绕 其 血红 素 辅 基 (图 2-30)。 类 似 的 模 体 还 发 现在 另 一 类 含有 
血红 素 辅 基 但 参与 电子 传递 的 细胞 色素 分 子 上 。 

由 结构 域 组 成 的 蛋白 质 包括 免疫 球 蛋白 , 几 种 酶 (如 超 氧化 物 歧 化 酶 ) 和 细胞 表面 的 一 些 糖 蛋 

白 。 因 为 在 相 邻 的 B 股 之 间 没 有 起 连接 作用 的 螺旋 ,所 以 全 B 结构 域 实 际 上 只 有 反 和 平行 的 B 折 丢 ,在 
B 股 之 间 起 连接 作用 的 是 B 转角 和 较 大 的 环 。 
人 在 8 结构 域内 的 反 平 行 折 僚 倾向 于 将 它们 的 亲 
水 一 面 面 向 蛋白 质 的 表面 ,与 水 环境 接触 ,而 将 玻 水 
的 一 面 面 向 疏水 的 核心 ,相互 间 还 可 以 包装 在 一 起 ， 
形成 B 桶 结构 。 例 如 , 白 蛋 白 原 使 用 希腊 钥匙 模 体 构 
建 B 桶 结构 域 。 

在 含有 B 桶 的 蛋白 质 中 有 一 亚 类 ,其 B 桶 是 封 
闭 的 。 在 这 种 封闭 的 B 桶 中 ,可 以 检测 到 一 圈 氨 键 ， 
即 每 一 个 B 股 与 左右 两 个 相 邻 的 B 股 形成 氢 键 ,这 意 
味 着 第 一 个 B 股 与 最 后 一 个 B 股 也 形成 氢 键 。 在 已 
确定 的 B 桶 结构 之 中 ,B 股 的 数目 从 4 到 20 不 等 ,B 

折 丢 多 为 反 平 行 或 混合 型 。 例 如 , 胰 凝 乳 蛋白 酶 有 两 
2-31_ 码 下 六 异 构 本 彬 的 TM- 枉 结 榴 苇 。。。。 个 结构 域 ,每 一 个 结构 域 都 具有 反 平 行 的 6 股 B 折 天 。 

o/B 结构 域 的 一 个 常见 的 例子 是 磷酸 两 糖 异 构 酶 桶 (triosephosphate isomerase-barrel,TIM-barel) 结 
构 域 或 TIM- 桶 折 友 (TIM-barrel fold) 结构 域 , 它 由 8 个 重复 的 Ba 单元 组 成 桶 状 结构 ,每 一 个 w 螺旋 
位 于 一 个 B 股 之 后 (之 间 是 连接 环 ), 桶 内 侧 的 8 个 平行 B 股 被 外 侧 的 8 个 a 螺旋 覆盖 ,可 简写 为 (Ba)s 
(图 2-31)。TIM- 桶 折 释 是 蛋白 质数 据 库 (protein data bank,PDB) 中 最 常见 的 一 种 结构 域 , 它 被 发 现存 在 
于 许多 不 同 的 酶 家 族 中 。PDB 是 一 个 生物 大 分 子 三 维 结构 实验 数据 库 , 其 网 址 为 htp:/www.pdb.org， 
它 由 美国 布鲁克 海 文 国家 实验 室 (Brookhaven National Laboratory) 建立 ,为 人 们 提供 蛋白 质 信息 服务 。 





四 、 和 蛋白 质 的 四 级 结构 

许多 蛋白 质 由 一 条 以 上 (2~6 条 ,甚至 更 多 ) 的 肽 链 组 成 。 它 们 有 可 能 是 由 同一 种 多 肽 链 自 组 装 而 
成 (a, 一 个 a 表 示 一 条 肽 链 ), 也 可 能 还 含有 其 他 不 同 的 肽 链 ( 如 ab、ab; 或 abc 等 ,ab、c、d 和 ee 表示 
不 同 的 肽 链 ) (图 2-32)。 如 参与 神经 肌肉 通信 的 乙酰 胆 碱 受 体 是 由 5 条 肽 链 组 成 的 膜 蛋 白 (aabcd)。 

由 一 条 以 上 肽 链 组 成 的 蛋白 质 称 为 朝 聚 体 (oligomer) 蛋白 ,其 中 的 每 一 条 肽 链 称 为 单 体 (monomer) 
或 亚 基 (subunit)。 含 有 2.3.4.5 或 6 个 亚 基 的 蛋白 质 分 别称 为 二 聚 体 (dimer)、 三 聚 体 (trimer) 四 聚 体 
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(tetramer)` 五 聚 体 (pentamer) 或 六 聚 体 (hexamer) 蛋白 ,含有 更 多 亚 基 的 蛋白 质 依 此 类 推 。 最 常见 的 寡 聚 
体 蛋 白质 是 二 聚 体 。 由 同一 种 肽 链 组 装 而 成 的 寡 聚 体 称 为 同 源 寡 聚 体 ,否则 称 为 异 源 寡 聚 体 。 

构成 异 源 寡 聚 体 的 各 个 单 体 尽 管 一 般 由 不 同 的 基因 编码 , 且 在 某 些 情况 下 序列 很 少 或 没有 同 源 
性 ,但 通常 在 三 维 结构 上 很 像 。 这 说 明 许多 异 源 袁 聚 体 起 源 于 一 个 编码 同 源 寡 聚 体 的 原始 基因 的 
重复 。 

(一 ) 四 级 结构 的 定义 和 内 容 

具有 两 条 或 两 条 以 上 多 肽 链 的 蛋白 质 如 果 不 是 以 二 硫 键 相连 , 则 认为 它们 具有 四 级 结构 ,其 中 的 
每 一 个 亚 基 都 有 自己 的 三 级 结构 。 

蛋白 质 四 级 结构 的 内 容 包括 亚 基 的 种 类 数目 空间 排 布 以 及 亚 基 之 间 的 相互 作用 。 

由 相同 亚 基 组 装 的 蛋白 质 通常 是 对 称 的 。 如 果 相 互 作 用 的 亚 基 不 一 样 , 也 就 无 对 称 可 言 。 

相同 的 亚 基 为 了 相互 作用 ,其 中 每 一 个 亚 基 必 须 具 有 结合 区 域 A 和 它 的 互补 区 域 A' ,从 而 形成 一 
种 对 称 的 复合 物 。 受 表面 的 A 和 人 位 置 的 决定 , 亚 基 相 结合 形成 封闭 的 结构 ,以 二 聚 体 或 三 聚 体 最 常 
见 ,或 者 形成 非常 少见 的 未 端 开 放 的 链 状 结构 (螺旋 排列 最 常见 )。 组 装 成 的 对 称 复合 物 的 重复 单位 可 
能 是 单 体 ,也 可 能 是 由 不 同 肽 链 组 成 的 复合 体 。 例 如 ,血红 蛋白 由 4 条 肽 链 组 成 (azB?), 为 对 称 的 二 聚 
体 ,其 重复 单位 为 wB。 在 对 称 复合 物 中 的 对 称 单 位 称 为 原 体 (protomer)。 如 果 亚 基 上 含有 第 二 套 互补 
结合 的 区 域 ( 如 B 和 了 B' ), 那 么 它们 还 能 形成 更 精妙 的 复合 物 ,因为 第 二 个 结合 区 域 使 得 对 称 结构 能 够 
继续 配对 。 例 如 ,配对 的 二 聚 体形 成 四 聚 体 , 配 对 的 三 聚 体形 成 六 聚 体 。 

(二 ) 四 级 结构 的 形成 

亚 基 的 表面 是 不 规则 的 ,这 使 得 亚 基 之 间 有 可 能 彼此 结合 ,并 形成 四 级 结构 。 而 亚 基 之 间 是 否 真 
正 结合 不 仅 与 其 形状 有 关 , 而 且 与 将 亚 基 联系 在 一 起 的 次 级 键 有 关 , 主要 包括 氢 键 供 体 对 氢 键 受 体 ， 
下 水 基 团 对 玻 水 基 团 , 正 电荷 基 团 对 负电 荷 基 团 。 这 些 互补 的 性 质 在 所 有 的 结合 作用 中 都 可 以 观察 
到 ,无 论 是 蛋白 质 和 小 分 子 之 间 , 还 是 蛋白 质 和 其 他 大 分 子 之 间 。 互 补 是 必需 的 ,因为 分 子 间 的 界面 
由 多 个 次 级 键 组 成 ,而 互补 性 保证 了 两 个 结合 的 分 子 在 界面 上 形成 尽 可 能 多 的 次 级 键 。 驱 动 四 级 结 
构 形 成 或 稳定 四 级 结构 的 作用 力 包 括 氢 键 ` 踊 水 键 、 范 德 华 力 和 离子 键 ,这 与 一 个 单 亚 基 蛋 白 稳定 其 
内 部 折 和 倒 结构 的 键 是 一 样 的 。 虽 然 亚 基 之 间 的 结合 伴随 着 有 序 性 的 提高 而 导致 灼 减少 ,这 似乎 在 
热力 学 上 是 不 利 的 ,但 亚 基 结 合 使 本 来 暴露 在 表面 的 疏水 残 基 埋 和 人 到 内 部 ( 亚 基 间 的 界面 ) 却 在 热力 
学 上 又 是 有 利 的 。 研 究 表明 , 亚 基 之 间 的 界面 通常 由 约 609 的 朴 水 残 基 和 409% 的 亲 水 残 基 组 成 。 就 
一 个 典型 的 寡 聚 体 蛋白 而 言 ,其 两 个 亚 基 之 间 的 解 离 常 数 感 为 10“-10”molL, 这 说 明了 亚 基 之 间 的 
亲和力 是 相当 高 的 。 

非常 稳定 的 寡 聚 体 倾向 于 在 亚 基 之 间 包 埋 更 大 的 玻 水 表面 ,而 聚合 和 解 聚 都 很 容易 ,并 以 此 作为 
其 功能 一 部 分 的 亚 基 似 乎 利用 更 多 的 极 性 作用 。 亚 基 界 面 上 存在 很 多 氢 键 ,大 部 分 在 亚 基 之 间 , 其 余 
在 亚 基 和 水 分 子 之 间 。 

不 适当 的 四 级 结构 会 影响 到 某 些 蛋白 质 的 功能 ,甚至 会 产生 严重 的 功能 障碍 , 像 一 些 遗 传 疾病 就 
起 源 于 突变 产生 的 不 合适 的 下 水 界面 。 例 如 ,胰岛 素 是 由 A 链 和 了 B 链 通过 二 硫 键 相 连 的 一 种 激素 。 
胰岛 素 只 有 以 这 种 单 体形 式 存在 ,才能 与 靶 细 胞 膜 上 的 受 体 结合 ,继而 引发 生物 学 效应 。 然 而 在 溶液 
中 ,胰岛 素 能 够 自发 地 形成 二 聚 体 , 二 聚 体 之 间 还 能 聚合 成 六 聚 体 。 由 于 胰岛 素 分 子 形成 六 聚 体 的 结 
合 面 就 是 受 体 与 单个 胰岛 素 分 子 结合 的 地 方 , 因 此 ,六 聚 体 的 胰岛 素 是 没有 活性 的 。 从 胰岛 分 沁 出 来 
的 胰岛 素 是 单 体 , 它 能 够 迅速 作用 于 靶 细 胞 。 但 是 ,如 果 将 胰岛 素 通过 静脉 注射 到 糖尿 病 患者 体内 ， 
原来 形成 的 六 聚 体 解 离 得 较 慢 ,致使 降 血糖 效应 来 得 慢 ,而 影响 到 其 药 效 。 

1988 年 ,Guy Dodson 使 用 基因 工程 的 方法 对 胰岛 素 进行 了 定点 改造 ,将 胰岛 素 缔 合 表面 上 的 一 个 
Pro 残 基 用 Asp 取代 。 结 果 发 现 ,界面 上 带 负 电荷 的 Asp 通过 静电 斥 力 阻 止 亚 基 之 间 的 结合 ,从 而 提 
高 了 六 聚 体 解 离 成 单 体 的 解 离 常数 。 将 这 种 胰岛 素 变 体 注 射 到 实验 动物 体内 比 一 般 的 胰岛 素 能 更 快 


地 诱发 降 血 糖 效应 。 

(三 ) 四 级 结构 形成 的 意义 

具有 四 级 结构 的 蛋白 质 具 有 特殊 的 优势 ,总 结 起 来 有 如 下 8 点 : 

(1) 通过 减少 蛋白 质 表 面积 和 体积 的 比率 而 提高 蛋白 质 的 稳定 性 。 

(2) 提高 遗传 学 上 的 经 济 与 效率 ”如 果 有 大 小 相同 的 两 种 蛋白 质 , 一 种 只 有 一 条 多 肽 链 组 成 , 另 
一 种 由 两 个 相同 的 亚 基 组 成 ,显然 编码 后 者 比 前 者 所 需要 的 碱 基 序 列 要 少 , 而 且 表 达 的 效率 更 高 。 

(3) 有 利于 某 些 酶 的 活性 中 心 的 组 装 ”如果 蛋白质 是 酶 ,形成 寡 聚 体 可 将 催化 位 点 聚集 在 一 起 。 
许多 酶 是 从 亚 基 的 聚合 获得 催化 或 部 分 催化 能 力 的 。 有 时 ,单个 亚 基 可 能 建立 不 了 一 个 完整 的 活性 
中 心 ,只 有 形成 袁 聚 体 才能 将 所 有 必需 的 催化 基 团 集中 在 一 起 ,组 成 一 个 有 活性 的 酶 。 例 如 ,大 肠 杆 
菌 的 谷 氮 酰 胺 合成 酶 (glutamine synthetase) 的 活性 中 心 是 由 两 个 成 对 的 亚 基 组 装 而 成 的 ,而 解 离 的 单 
个 亚 基 没 有 活性 。 

(4) 能 产生 协同 效应 (co-operativity) (参看 第 三 章 有 关 血 红 和 蛋白 的 结构 与 功能 )。 

(5) 减少 翻译 出 差错 的 机 会 ”因为 与 同样 大 小 的 单 体 蛋白 相 比 ,构成 坦 聚 体 蛋 白质 的 肽 链 更 短 ， 
翻译 出 错 的 机 会 就 更 小 (参看 第 三 十 九 章 “蛋白质 的 生物 合成 及 其 在 细胞 内 的 降解 ”)。 

(6) 改变 一 种 蛋白 质 功能 的 特异 性 ”例如 ,细菌 的 RNA 聚合 酶 由 ca 因子 和 核心 酶 组 成 ,只 有 结 
有 c 因子 的 核心 酶 才能 识别 启动 子 , 启 动 基因 的 转录 (参看 第 三 十 六 章 “DNA 转录 ”)。 

(7) 有 利于 酶 活性 的 调控 ”许多 酶 由 调节 亚 基 和 催化 亚 基 组 成 (如 蛋白 质 激酶 A), 当 调节 亚 基 与 
特殊 的 配 体 分 子 结合 以 后 ,会 影响 到 催化 亚 基 的 活性 。 还 有 些 酶 具有 单 体 (无 四 级 结构 ) 和 守 聚 体 ( 具 
有 四 级 结构 ) 两 种 形式 ,但 只 有 一 种 形式 有 活性 。 

(8) 有 利于 包装 成 更 加 庞大 的 结构 ”例如 ,病毒 的 衣 壳 通常 由 同一 个 相同 的 亚 基 自 组 装 而 成 。 


第 三 节 蛋白质 的 折 和 登 历 程 与 结构 预测 


既然 蛋白 质 的 高 级 结构 直接 决定 其 功能 ,那么 如 果 能 够 深入 了 解 和 蛋白 质 的 折 笃 机 制 ,将 会 大 大 
促进 对 蛋白 质 的 功能 研究 ,在 此 基础 上 还 可 以 对 一 些 未 知 蛋 白质 的 结构 和 功能 进行 合理 的 预测 。 如 
今 科 学 家 对 蛋白质 折 笃 的 一 些 基本 规律 已 有 所 了 解 ,但 对 蛋白 质 折 肢 的 详细 机 制 的 认识 还 很 不 
完善 。 


一 、 蛋 白质 折 短 的 基本 规律 

到 目前 为 止 ,已 经 被 确认 的 蛋白 质 折 友 的 基本 规律 包括 : 

(GD) 一 级 结构 决定 高 级 结构 , 即 一 级 结构 包含 了 一 种 蛋白 质 折 县 成 最 终 构象 所 需要 的 全 部 信息 ， 
这 是 美国 科学 家 Anfinsen 早 在 1954 年 就 已 得 出 的 结论 (参看 本 章 的 科学 故事 )。 

就 某 些 蛋 白质 而 言 , 这 些 折 和 二 信 息 是 自我 识别 的 ,因而 它们 不 需要 其 他 蛋白 质 的 帮助 就 可 以 正确 
地 折 友 ;而 另外 一 些 蛋 白质 ,这 些 信 息 可 能 也 存在 ,但 需要 其 他 蛋白 质 的 帮助 以 防止 错误 的 折 丢 ;还 有 
一 些 蛋白 质 ,如 枯草 杆菌 素 (subtilisin), 以 前 体 的 形式 被 合成 ,在 后 加 工 的 过 程 中 被 切除 的 肽 段 充 当 肽 
链 剩余 部 分 折 释 的 模板 。 前 枯草 杆菌 素 原 是 枯草 杆菌 素 的 前 体 , 它 在 N 端 含有 两 段 前 肽 序列 ,一 段 为 
信号 序列 ,指导 其 分 泌 到 胞 外 , 另 一 段 作 为 折 码 的 模板 。 在 后 加 工 的 时 候 , 先 切除 信号 序列 产生 枯草 
杆菌 素 原 , 然 后 再 切除 第 二 个 肽 段 ,产生 有 活性 的 枯草 杆菌 素 。 枯 草 杆菌 素 原 的 变性 是 可 逆 的 ,但 枯 
草 杆菌 素 则 不 然 ,这 是 由 于 枯草 杆菌 素 已 霄 失 了 自我 折 重 的 模板 。 

(2) 蛋白 质 的 折 每 伴随 着 自由 能 的 降低 ,AG# 间 (GCCGo) 为 -80~-20 kJ/mol(N 表示 蛋白 质 最 后 的 
天 然 构 象 状态 ,U 表示 非 折 有 至 状态 ), 这 属于 热力 学 上 有 利 的 反应 ,但 是 两 种 状态 在 自由 能 上 的 差距 并 
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不 很 天， 小 的 自由 能 差异 是 必要 的 因为 如 果 CE 
差别 太 大 ,就 意味 着 折 释 后 的 蛋白 质 非 常 稳 
定 , 即 刚性 太 强 、 柔 性 不 足 , 这 反而 不 利于 蛋白 
质 的 功能 发 挥 。 

(3) 蛋白 质 的 折 丢 是 协同 和 有 序 的 过 程 。 

(4) 驱动 蛋白 质 ( 特 别 是 球状 蛋白 质 ) 折 
丢 的 主要 作用 力 是 朴 水 键 , 其 他 次 级 键 也 有 作 
用 。 就 氢 键 而 言 ,要 尽 可 能 让 主 链 肽 基 之 间 形 
成 最 大 数目 的 分 子 内 氢 键 (如 a 螺旋 、B 折 奏 )， 
同时 保持 大 部 分 能 参与 形成 氢 键 的 R 基 团 处 As 
于 蛋白 质 分子 表 面 ,与 水 相互 作用 。 7 

(5) 在 细胞 内 ,不 同 的 蛋白 质 可 能 具有 不 
同 的 扳 路 径 ( 图 2-33)。 

有 些 蛋 白质 在 合成 好 以 后 ,并 不 折 重 或 仅 
仅 部 分 折 释 ,它们 缺乏 特定 的 二 级 结构 和 三 级 
结 移 , 处 于 完 生 无 拆 亚 或 部 分 无 折 生 状态, 但。 areeeroaaonaaEanilataieEoeaamoaioaEanbn Eeenbiratoag 
仍然 具有 功能 (参看 第 三 章 有 关 天 然 无 折 肢 蛋白 质 的 结构 与 功能 的 内 容 ); 有 些 蛋 白质 能 够 完全 独立 
地 进行 折 和 至 ;有些 需要 其 他 蛋白 质 的 帮助 。 蛋 白质 在 寻找 其 天 然 的 低能 状态 的 时 候 , 会 不 断 地 经 历 折 
和 琶 和 重 折 释 反应 ,途中 需要 经 过 多 个 高 能 的 构象 状态 。 此 阶段 构成 蛋白 质 折 等 的 动力 学 障碍 (kinetic 
barier), 而 成 为 折 椎 的 限 速 步 又。 事实 证 明 ,细胞 内 有 一 类 专门 的 统称 为 分 子 伴侣 (chaperones) 的 蛋 
白质 可 用 以 克服 这 些 动力 学 障碍 ,以 加 快 折 县 的 速率 ,而 克服 动力 学 障碍 的 动力 是 ATP 的 水 解 。 

分 子 伴 个 在 与 待 折 硬 的 蛋白 质 结 合 以 后 , 先 稳定 它们 非 天 然 的 构象 ,然后 再 促进 正确 的 折 丢 。 这 
些 待 折 笃 的 蛋白 质 可 能 刚刚 从 核糖 体 释 放出 来 ,或 者 正在 跨 膜 但 还 没有 折 丢 ,或 只 是 部 分 折 春 。 分 
子 伴 侣 不 会 与 已 折 笃 好 的 处 于 天 然 构象 状态 下 的 蛋白 质 结合 , 也 不 会 与 细胞 中 天 然 的 无 结构 蛋白 质 
(natively unstructured protein,NUP) 结 合 。 多 数 分 子 伴侣 是 非特 异性 的 ,这 意味 着 它们 能 够 作用 于 一 系 
列 不 同 种 类 的 肽 链 , 而 少数 分 子 伴 侣 只 能 作用 于 特定 的 目标 肽 链 。 

分 子 伴 侣 所 起 的 作用 主要 是 在 正确 的 时 间 和 正确 的 地 点 促进 新 生 肽 链 的 正确 扳 , 同 时 防止 它 
们 发 生 降 解 和 沉淀 ,有 时 还 能 “拨乱反正 ,帮助 错误 折 释 的 蛋白 质 有 机 会 重新 折 友 成 正确 的 构象 。 分 
子 伴 侣 并 非 “ 终 身 伴 但 ” ,一 旦 蛋白 质 折 笃 好 , 它 就 被 释放 ,然后 再 参与 另 一 个 新 生 肽 链 的 折 友 。 常 见 
的 分 子 伴 侣 有 两 大 类 : 热 激 蛋白 70 类 家 族 (heat-shock protein 70,HSP70) 和 伴侣 蛋白 (chaperonin) 家 族 。 

HSP70 类 分 子 伴侣 在 细胞 内 与 新 生 肽 链 上 的 疏水 区 域 临 时 结合 ,一 方面 能 阻止 多 肽 链 提前 折 丢 ; 
另 一 方面 可 在 多 肽 链 没有 折 友 之 前 ,防止 暴露 在 外 的 朴 水 区 之 间 通 过 玻 水 作用 非法 聚集 ”在 一 起 ,而 
导致 多 肽 链 之 间 的 聚合 ,甚至 出 现 沉 淀 而 伤害 细胞 。 伴 侣 蛋白 则 形成 大 的 桶 状 结构 ,来 容纳 部 分 折叠 
的 蛋白 质 完成 折 友 [ 图 2-33 (4) ]。 

根据 结构 和 作用 机 制 , 伴 侣 蛋白 还 可 分 为 两 类 :细菌 的 伴 个 蛋白 属于 第 一 类 , 古 菌 的 伴侣 蛋白 
和 真 核 生 物 的 TRicC 伴侣 蛋白 属于 第 二 类 。 以 大 肠 杆 菌 的 GroEL-GCroES 复合 物 为 例 , 它 由 GroEL 和 
GroES 组 成 ,其 中 GroEL 单个 亚 基 的 NM, 为 6x 10', 共 有 14 个 亚 基 。 这 些 亚 基 组 装 成 两 层 七 元 环 桶 状 
结构 ,GroES 充当 桶 顶部 的 圆 盖 [ 图 2-33 (4)], 可 以 和 GroFL 分 开 。 新 生 肽 链 进入 圆 简 内 部 以 后 , 顶 盖 
合 上 , 肽 链 在 内 部 与 桶 壁 发 生 多 次 可 逆 结 合 ,每 一 次 结合 由 ATP 水 解 所 驱动 ,在 最 终 折 私 成 特定 的 三 
维 结构 之 前 可 能 会 消耗 大 量 的 ATP。 一 旦 折 老 好, 便 从 GroES-GroFL 复合 物 中 释放 出 来 。 比 如 ,一 个 
硫 氰 酸 酶 (rhodanese) 分 子 , 在 圆 简 内 达到 完全 折 友 状态 需要 消耗 130 个 ATP。 第 二 类 伴侣 蛋白 的 顶 
盖 是 内 置 的 ,由 顶部 亚 基 突 出 的 结构 域 组 装 而 成 。 












非 天 然 的 二 硫 键 混合 二 硫 键 
2-34 PDI 的 作用 机 制 (Voet 等 ,2011) 

(6) 某 些 蛋 白质 的 折 笃 还 需要 蛋白质 二 硫化 物 异 构 酶 (protein disulfide isomerase,PDID 和 肽 酰 且 氨 
酰 顺 反 异 构 酶 (peptidylprolyl cis-irans isomerase,PPI) 的 帮助 。 

PDI 的 功能 是 促进 含有 二 硫 键 的 蛋白 质 形成 正确 的 二 硫 键 。 其 作用 的 机 理 是 通过 重 排 二 硫 键 ,使 
蛋白 质 能 快速 找到 热力 学 最 稳定 的 二 硫 键 配对 方式 。 

PDI 一 般 含 有 两 段 CCHC 序列 ,处 于 这 种 序列 中 的 Cys 的 琉 基 具有 较 低 的 pK.(7.3), 低 于 其 他 和 蛋 
白质 分 子 中 琉 基 的 pK, (8.5), 故 它 的 反应 性 较 强 ,在 生理 pH 下 ,就 能 够 充当 良好 的 亲 核 试剂 ,从 而 启动 
二 硫 键 的 重 排 反 应 。PDI 的 作用 机 制 如 下 :首先 , 它 的 一 个 反应 性 强 的 琉 基 进攻 暴露 在 外 的 错误 的 二 
硫 键 ,形成 混合 二 硫 键 ;随后 发 生 二 硫 键 的 重组 , 直至 形成 正确 的 二 硫 键 。 由 于 正确 的 二 硫 键 处 于 正 
确 的 三 维 结构 之 中 ,PDI 很 难 再 对 其 进攻 ,所 以 被 保留 下 来 (图 2-34)。 

真 核 细胞 内 的 PDI 位 于 内 质 网 ,那些 分 泌 到 胞 外 的 或 者 最 后 定位 到 质 膜 的 蛋白 质 在 分 拣 和 定向 
的 过 程 中 (参看 第 四 十 章 “和 蛋白质 的 翻译 后 加 工 及 其 定向 和 分 拣 ” ) 途 经 内 质 网 ,因此 能 够 形成 二 硫 键 。 
而 那些 在 细胞 质 游离 的 核糖 体 或 者 在 细胞 器 (叶绿体 和 线粒体 ) 核 糖 体 上 完成 翻译 的 蛋白 质 (如 核 蛋白 、 
细胞 质 基 质 蛋 白 .线粒体 蛋白 和 叶绿体 蛋白 ) 是 一 般 不 会 含有 二 硫 键 的 。 细 菌 的 PDI 又 称 为 二 硫 桥 形 
成 蛋白 (disulfide bridge-forming protein ,Dsb), 它 位 于 细胞 外 的 周 质 (periplasm), 因 此 只 有 分 变 到 周 质 中 
的 蛋白 质 才 有 可 能 形成 二 硫 键 。 

PPI 的 功能 是 促进 X 一 Pro 之 间 的 肽 键 采 取 正 确 的 形式 。 蛋 白质 分 子 中 在 X 一 Pro 之 间 的 肽 键 大 
概 有 6% 以 顺 式 构 型 存在 。X 一 Pro 之 间 肽 键 的 顺 反 异 构 构 成 许多 蛋白质 折 礁 的 限 速 步 又。PPI 通过 
扭曲 这 个 位 置 的 肽 键 来 促进 它 的 顺 反 异 构 , 从 而 加 速 蛋白 质 的 折 琶 。Pinl 蛋白 就 是 人 体内 一 种 重要 
的 PPI, 它 在 细胞 内 能 够 特异 性 地 识别 磷酸 化 的 ST-P 序列 ,催化 其 中 的 肽 键 发 生 顺 反 异 构 , 从 而 调节 
细胞 内 一 系列 蛋白 质 的 活性 ,特别 是 一 些 与 细胞 周期 调控 有 关 的 蛋白 质 ( 如 周期 蛋白 D1)。 已 发 现 , 乳 
癌 细 胞 内 的 Pinl 呈 过 量 表 达 。 

(7) 最 终 得 到 的 蛋白 质 构象 不 是 僵硬 的 ,而 是 具有 一 定 的 柔性 。 根 据 X 射线 衍射 或 NMR 绘制 出 
来 的 蛋白 质 构 象 图 是 僵硬 和 静止 的 ,但 实际 上 和 蛋白 质 是 高 度 柔性 的 分 子 , 也 许 用 “刚柔相济 ” 这 个 成 语 
描述 蛋白 质 的 结构 特征 更 形象 。 


二 、 蛋 白质 折 稚 的 历程 

在 Anfinsen 提出 蛋白 质 折 生 的 热力 学 假说 以 后 ,人 们 对 于 蛋白 质 在 折 琶 过 程 中 最 后 如 何 达 到 在 
热力 学 上 最 稳定 的 构象 状态 有 很 大 的 争议 。1968 年 ,Cyrus Levinthal 对 此 提出 了 所 谓 的 Levinthal 氏 悖 
论 (Levinthal's paradox): 假 定 一 种 蛋白 质 由 100 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,而 每 个 残 基 有 2 个 构象 ,那么 这 种 
蛋白 质 的 总 构象 数目 是 2 "=1.27 x 10"。 再 假定 此 蛋白 质 为 了 寻找 总 能 量 最 低 的 构象 状态 ,每 尝试 一 
次 构象 耗 时 10” s ,那么 将 所 有 可 能 的 构象 都 尝试 完 需 要 的 时 间 是 (10”) (1.27 x 10") =1.27 x 107” 
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Levinthal 氏 悖 论 显 示 , 蛋 白质 折 笃 不 
可 能 是 通过 随机 尝试 来 找到 最 后 自由 能 最 SR 
低 的 构象 状态 的 ,而 是 只 尝试 有 限 数目 的 ”框架 模型 
构象 ,或 者 按照 特异 性 途径 进行 折 天 。 于 了 Ra 
是 ,研究 的 重心 转移 到 揭示 特异 性 的 折 重 
途径 上 。 
科学 家 根据 体外 实验 的 结果 和 计算 机 





Was 传播 
模拟 等 手段 得 到 的 数据 ,提出 了 3 种 模型 Rs 册 
用 来 解释 蛋白 质 的 折 礁 过 程 (图 2-35): 

4) 框架 模型 (framework model) 该 模 悍 


型 认为 ,局 部 的 二 级 结构 首先 形成 ,它们 独 
立 于 三 级 结构 的 建立 。 当 折 又 好 的 各 种 一 儒 2-35 下 白质 折 瘟 的 = 大 模型 
级 结构 单元 扩散 并 发 生 碰 撞 的 时 候 , 便 发 生 了 聚合 ,从 而 成 功 地 形成 三 级 结构 。 

C) 朴 水 塌陷 模型 (hydrophobic_collapse modeD) 该 模型 认为 ,蛋白 质 分 子 上 的 玻 水 便 链 快速 地 发 
生 自理 , 即 发 生 站 水 塌陷 , 亲 水 侧 链 则 暴露 在 外 ,形成 炊 球 体 (molten globule)。 在 熔 球 体内 , 远 上 距 离 基 
团 之 间 的 相互 作用 得 以 建立 ,从 而 先 形 成 三 级 结构 ,最 后 才 形 成 二 级 结构 成 核 模型 。 

G) 成 核 模型 (nucleation model) 该 模型 认为 ,在 一 级 结构 上 相 邻 的 一 些 序列 自发 折 痊 成 天 然 的 
一 级 结构 ,然后 这 些 二 级 结构 充当 折 套 核 (folding muclei, 其 他 结构 以 此 为 核心 ,向 周围 扩展 ,逐步 形成 
最 终 的 三 级 结构 。 

有 人 将 这 3 种 模型 结合 起 来 ,认为 蛋白 质 折 套 经 过 3 步 反应 ;GD 启动 ,快速 地 形成 局 部 二 级 结构 ， 
即 折 矢 核 ,此 过 程 是 可 道 的 ;@ 折 矢 核 协同 聚合 成 结构 域 ; @ 结 构 域 经 熔 球 体 ,最 终 形成 具有 完整 三 维 
结构 的 蛋白 质 。 熔 球体 被 认为 是 玻 水 场 陷 的 结果 ,这 种 中 间 体 含有 某 些 二 级 结构 ,但 还 没有 形成 正确 
的 三 级 结构 。 

如 果 用 图 2_36 来 表示 上 述 折 郑 过 程 ,可 能 更 为 形象 。 蛋 白质 折 套 的 全 景 图 好 像 _ 个 漏斗 ,漏斗 
表面 的 每 一 个 点 代表 的 是 多 肽 链 的 一 个 构象 ,蛋白 质 可 被 视 为 “组 在 向 下 滑行 的 滑雪 者 ,下 坡 滑雪 指 
导 多 肽 链 进入 它 的 天 然 状 态 。 有 些 蛋 白质 折 疮 过 程 比较 “坎坷 ", 有 些 蛋 白质 则 折 套 得 比较 顺利 。 蛋 
白质 的 天 然 状态 是 最 深 的 “山谷 ", 其 他 山谷 代表 的 是 部 分 折 天 的 构象 状态 。 

一 季 认 为 ,蛋白 质 在 溶液 中 折 矢 的 驱动 力 包括 :四 肽 链 内 氢 键 供 体 和 受 体 之 间 形 成 氢 键 ,而 将 原 
来 结合 的 水 分 子 释放 ,从 而 增加 水 的 坑 ;@ 玻 水 便 链 倾向 聚合 以 尽 可 能 减少 与 水 接触 的 琉 水 面积 ;@@ 末 
水 残 基 面向 表面 与 水 接触, 增加 溶解 性 ;@ 带 相反 电荷 的 基 团 靠 近 ,形成 盐 桥 ;@J 在 破水 作用 力 的 基础 
上 , 朴 水 基 团 靠近 而 产生 范 德 华 引力 。 这 些 作用 力也 是 稳定 蛋白 质 三 维 结构 的 因素 ,而 不 利于 和 蛋白质 
三 维 结构 稳定 的 因素 则 包括 :GD 肽 链 形成 有 规律 的 二 级 结构 ,使 壤 减 少 ;@@ 将 一 个 极 性 的 基 团 从 水 相 
中 移 走 , 却 没有 让 它 形成 新 的 氧 键 ;@ 将 一 个 带电 基 团 从 水 相 中 移 走 , 却 没有 带 相反 电荷 的 基 团 和 它 
形成 盐 键 ,或 者 将 两 个 带 同 种 电荷 的 基 团 强行 放 在 了 _ 起 ;图 将 一 个 朴 水 基 团 放 在 水 相 中 ;@@ 将 两 个 
原子 放 在 同一 位 置 ,产生 空间 位 阻 。 也 许 ,蛋白 质 折 套 就 是 这 两 种 相反 的 势力 相互 较劲 最 后 妥协 的 结 
果 , 仿 佛 是 一 个 竞争 激烈 又 相互 谦让 的 游戏 。 例 如 , 辆 性 1-2 个 氢 键 却 换 来 了 2_3 个 琉 水 键 , 或 者 将 1 
个 玻 水 基 团 与 水 接触 却 让 其 一 级 结构 多 了 _ 些 氢 刍 。 


三 、 与 和 蛋白质 错 误 折 重 相 关 的 疾病 
据 估计 ,正常 的 细胞 约 有 三 分 之 一 的 蛋白 质 可 能 会 发 生 错误 折 私 ,但 细胞 内 有 专门 的 质量 控制 系 
统 能 及 时 发 现 并 处 理 它们 。 例 如 ,分 子 伴 侣 能 够 与 错误 折 礁 的 中 间 物 结合 并 重启 折 友 过 程 。 另 外 ,一 





种 称 为 泛 素 (ubiquitin) 的 蛋白 质 能 够 将 这 些 错 误 折 又 的 蛋白 质 打 上 "死亡 ”标签 ,并 把 它们 带 到 细胞 
内 的 “垃圾 处 理 站 ”一 一 一 种 被 称 为 蛋白 酶 体 (proteasome) 的 圆 简 状 细胞 器 进行 水 解 ,以 防止 它们 在 
细胞 内 的 堆积 (参看 第 三 十 九 章 “ 蛋 白质 的 生物 合成 及 其 在 细胞 内 的 降解 ” )。 因 此 ,一般 情 况 下 细胞 
内 出 现 少量 折 丢 异常 的 蛋白 质 并 不 会 影响 到 细胞 的 正常 功能 。 然 而 ,如 果 一 个 细胞 内 大 量 出 现 某 种 
错误 折 和 县 的 蛋白 质 ,以 至 于 超过 了 蛋白 酶 体 处 理 能 力 的 时 候 , 就 可 能 导致 机 体 的 病变 。 和 蛋白 质 错误 折 
至 最 麻烦 的 问题 就 是 它们 可 能 会 聚集 在 一 起 ,最 终 形成 不 溶性 的 淀粉 样 纤维 (amyloid fibril) 损害 细胞 ， 
严重 的 可 导致 细胞 死亡 。 

近 些 年 来 ,人 们 发 现 越 来 越 多 的 疾病 与 蛋白 质 的 异常 折 和 至 有 关 , 例 如 圳 性 纤维 变性 (cystic fibrosis， 
CF) 和 一 些 神 经 退化 性 疾病 ,其 中 圳 性 纤维 变性 是 由 于 基因 突变 导致 编码 的 蛋白 质 不 能 正确 折 释 ,而 
神经 退化 性 疾病 主要 是 因为 后 天 因素 导致 神经 细胞 内 出 现 一 些 细小 的 原 纤维 (protofibril)。 原 纤维 由 
4~30 个 错误 折 生 的 蛋白 质 形成 ,它们 可 进一步 聚合 成 不 溶性 的 纤维 ,而 不 论 是 原 纤 维 , 还 是 纤维 ,都 会 
危害 细胞 。 

(一 ) 海绵 状 脑病 (spongiform encephalopathy,SE) 

SE 是 一 种 致命 性 神经 退化 性 疾病 , 因 受 感染 的 动物 在 脑 部 病变 的 部 位 出 现 海绵 状 的 空洞 而 得 名 ， 
它 是 由 错误 折 丢 蛋白 引发 的 一 代表 性 疾病 。SE 可 以 感染 多 种 动物 ,例如 人 的 克 雅 氏 病 (Creutzfeldt- 
Jakob disease,CJD)、GSS 氏 病 (Gerstmann-Straussler-Scheinker disease) 库 鲁 病 (Kurudisease)、 致 死 性 
家 族 性 失眠 证 (fatal familial insomnia,FFID、 幼 儿 海 绵 状 脑病 (alpers disease) 山羊 和 绵羊 的 羊 瘙 痒 
症 (secrapie) 诈 和 康 的 慢性 消耗 病 (chronic wasting disease) 以 及 牛 的 海绵 状 脑病 , 即 疯牛病 (mad cow 
disease)。SE 的 主要 症状 包括 渐进 性 痴 采 (progressive dementia) 和 运动 机 能 失调 。 

SE 的 致 病因 子 是 一 种 折 状 异 常 的 肝 蛋 白 (prion protein scrapie,PrP), 通 常 简写 为 PrFP%"。 正 常 动物 
也 有 这 种 蛋白 质 ,一 般 简写 成 PrP?(prion protein cellular,PrP?)。 尽管 PrP? 与 PrP8 的 一 级 结构 完全 一 样 ， 
但 构象 不 同 。PrP' 与 PrP” 的 主要 差别 是 (图 2-37):PrP" 富 含 w 螺旋 ,可 溶 于 水 ,对 蛋白 酶 敏感 , 呈 单 
体 状 态 ;PrP” 则 富 含 B 折 丢 ,其 核心 部 分 能 抵抗 蛋白 酶 的 水 解 ,分 子 间 很 容易 聚合 形成 多 亚 基 聚 合体 ， 
最 后 形成 淀粉 样 纤维 杆 状 结构 。 

PrP" 主要 分 布 在 脑 细胞 上 ,少量 发 现在 淋巴 细胞 和 其 他 细胞 中 。PrP' 的 确切 功能 尚 不 清楚 ,但 
它 在 进化 上 十 分 保守 。 成 熟 的 PrP" 由 209 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,含有 一 个 二 硫 键 ,通过 糖 基 化 的 磷酸 
肌 醇 (glycosylphosphatidylinositol,GPD) 锚 定 在 细胞 膜 的 外 侧 。 人 的 PrP" 由 位 于 20 号 染色 体 短 臂 上 的 
PRMNP 基因 编码 。 

动物 患 病 途 径 有 3 条 , 即 受 外 来 的 有 病毒 感染 、 家 族 性 遗传 和 PrP" 偶然 的 折 丢 错误 。 无 论 是 哪 
一 种 方式 ,都 是 先 出 现 少量 的 “ 坏 的 ”蛋白 质 一 一 PrPs' ,而 PrPs 一 旦 出 现 ,自身 可 以 作为 模板 ,催化 
细胞 内 原来 “好 的 ”蛋白 质 一 一 PrP' 向 “ 坏 的 "PrPs 转变 ,由 此 导致 神经 退化 和 病变 , 真 可 谓 是 “ 近 
墨 者 黑 "。 训 调 和 者 沸 都 不 能 破坏 肝病 毒 ,因此 ,感染 及 病毒 的 动物 是 绝对 不 能 加 工 食用 的 ,必须 将 
其 彻底 销毁 。 

通过 同 源 重组 技术 可 以 获得 PRNP 基因 被 敲 除 的 小 鼠 ,这 种 小 鼠 似乎 能 正常 地 发 育 和 生殖 ,但 却 
失去 了 感染 须 病 毒 的 能 力 。 通 过 进一步 追踪 研究 发 现 ,缺失 PRNP 基 因 的 小 鼠 还 是 表现 出 了 一 些 异 常 ， 
如 外 周 神经 脱 散 鞘 、 对 缺 氧 性 脑 损 伤 敏感 性 增强 睡眠 和 昼夜 节律 受到 影响 ,年 老 的 时 候 可 得 小 脑 共 
济 失调 等 。 

PrP'" 与 PrP” 被 认为 具有 相同 的 能 量 状态 。 幸 运 的 是 ,PrP" 自发 重 折 笃 成 PrP* 的 可 能 性 很 低 , 这 
是 因为 两 者 的 转变 需要 非常 大 的 活化 能 。 因 此 ,在 正常 人 的 一 生 中 ,PrP' 几乎 不 可 能 形成 PrP”。 

家 族 型 肝病 毒 疾 病 由 PrP" 基因 突变 造成 。 突 变 降 低 了 PrP' 重 折 笃 成 PrP” 的 活化 能 ,使 PrP? 形 
成 PrP* 的 机 会 大 增 。 据 估计 ,正常 细胞 因 折 友 错 误 产 生 PrP”' 需要 三 四 千年 ,而 突变 引起 的 活化 能 降 
低 则 使 时 间 缩 短 到 30~40 年 ,正好 落 在 一 个 人 正常 的 生命 周期 内 。 














PrP5 





PrPs* 


2-37 ”PrPe 与 PrPse 在 
构象 上 的 主要 差别 (Campbell 
等 ,2009) 


根据 PrP* 致 病 的 
机 制 , 试 设计 一 种 治疗 CJD 
的 方法 。 


你 认为 PrP 基因 的 
突变 是 显 性 的 还 是 隐 性 的 ? 
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CE AD 和 PD 
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(二 ) 圳 性 纤维 变性 

圳 性 纤维 变性 是 一 种 遗传 性 疾病 , 它 与 一 种 编码 圳 性 纤维 变性 跨 膜 传导 调节 和 蛋白 (cystic fibrosis 
transmembrane conductance regulator,CFTR) 的 基因 和 缺 隐 有 关 。 但 致 病 的 原因 并 不 是 患者 体内 有 缺陷 基 
因 编 码 的 异常 蛋白 ,而 是 缺乏 正常 的 CFTR 才 致 病 的 ,因此 这 种 疾病 是 一 种 隐 性 遗传 病 , 即 编码 CFTR 
的 两 个 等 位 基因 必须 同时 有 缺陷 才能 致 病 。 

正常 的 CFTR 是 一 种 跨 膜 蛋白 ,存在 于 上 皮 细 胞 的 质 膜 上 ,作为 一 种 受 ATP 调控 的 氯 离子 通道 ， 
负责 将 氯 离子 从 细胞 内 泵 出 去 。 有 缺陷 的 CFTR 不 能 正常 地 折 释 ,其 折 重 中 间 物 不 能 与 分 子 伴侣 解 离 ， 
从 而 导致 它 不 能 整合 到 细胞 膜 上 。 于 是 ,缺乏 CFTR 的 上 皮 细 胞 开始 积累 氯 离子 。 由 于 渗透 压 的 缘故 ， 
细胞 开始 拼命 吸收 周围 竺 液 中 的 水 分 ,导致 黏液 变 稠 ,特别 在 患者 的 呼吸 道内 会 产生 稠 厚 的 黏 痰 ,而 
阻碍 呼吸 ,引起 阵 阵 剧 烈 咳 嗽 ,使 得 呼吸 道 反 复 受 感染 。 患 者 平均 期 望 寿 命 仅 为 37 岁 。 

除了 海绵 状 脑病 和 圳 性 纤维 变性 以 外 ,阿尔 茨 海 默 氏 病 (Alzheimer's disease,AD) 和 帕 金 森 病 
(Parkinson”s disease,PD) 也 是 两 种 因 蛋 白质 错 误 折 麦 引 起 的 疾病 。 


四 、 蛋 白质 结 构 的 预测 

随 着 基因 组 学 的 发 展 , 越 来 越 多 的 物种 的 基因 组 序列 被 测定 出 来 。 然 而 面 对 浩 瀚 的 基因 组 数据 ， 
科学 家 最 大 的 挑战 是 ,它们 决定 的 蛋白 质 功能 是 什么 ?既然 结构 决定 功能 ,要 想 确定 一 个 蛋白 质 的 功 
能 ,首先 就 需要 确定 它 的 结构 ,特别 是 三 维 结构 。 确 定 一 个 蛋白 质 的 一 级 结构 也 许 并 不 困难 ,通过 其 
基因 的 核 背 酸 序 列 就 能 很 容易 推断 出 来 ,但 要 确定 其 三 维 结构 就 不 那么 容易 了 1! 

既然 一 级 结构 决定 蛋白 质 高 级 结构 ,那么 能 否 通过 一 级 结构 来 预测 它 的 高 级 结构 呢 ? 可 以 说 , 蛋 
白质 结构 的 预测 被 视 为 生物 信息 学 的 “圣杯 ”(Holy Crail), 更 是 科学 家 的 梦想 。 

(一 ) 二 级 结构 的 预测 

与 预测 蛋白 质 的 三 级 结构 相 比 ,二 级 结构 的 预测 要 容易 一 些 。 首 先是 因为 二 级 结构 是 一 种 局 部 
结构 ,其 次 是 不 同 的 氨基 酸 对 不 同 的 二 级 结构 具有 明显 的 倾向 性 。 

如 表 2-2 所 示 ,在 20 种 常见 的 蛋白 质 氨基 酸 残 基 中 ,有 的 适合 形成 w 螺旋 ,有 的 正好 相反 ,甚至 





上 表 2-2 不 同 的 氨基 酸 残 基 形 成 w 螺旋 、B 折 琶 和 转角 的 趋势 


氨基 酸  w 螺旋 (P.) ，B 折 亚 (P)  B 转角 (P) 有 利于 形成 螺旋 有 利于 形成 B 折 释 。 有 利于 形成 B 转 角 








Ala 1.29 0.90 0.78 V 

Cys 1.11 0.74 0.80 V 

Leu 1.30 1.02 0.59 V 

Met 1.47 0.97 0.39 V 

Glu 1.44 0.75 1.00 V 

Cln 127 0.80 0.97 V 

His 1.22 1.08 0.69 V 

Lys 1.23 0.77 0.96 V 

Val 0.91 1.49 0.47 V 

He 0.97 1.45 0.51 议 

Phe 1.07 1.32 0.58 AM 

Tyr 0.72 1.25 1.05 VM 

Trp 0.99 1.14 0.75 V 

Thr 0.82 1.21 1.03 V 
Gly 0.56 0.92 1.64 V 
Ser 0.82 0.95 1.33 V 
Asp 1.04 0.72 1.41 认 
Asn 0.90 0.76 1.28 V 
Pro 0.52 0.64 1.91 玉 
Arg 0.96 0.99 0.88 





是 a 螺旋 的 “终结 者 "; 有 的 适合 形成 B 折 笃 或 B 转角 。 例 如 ,Gly 一 Pro 和 Pro 一 Gly 序列 一 般 意味 着 
转角 的 出 现 。 

综合 各 种 氨基 酸 残 基 形 成 不 同 二 级 结构 的 趋势 ,P.Y. Chou 和 G. D. Fasman 在 1974 年 曾 提出 预测 
球状 蛋白 质 二 级 结构 的 一 套 规则 :中 由 >=6 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 肽 段 , 如 果 其 中 的 P.=1.03, 且 P.>Ph， 
此 外 还 没有 Pro, 那 么 这 个 肽 段 应 该 形成 螺旋;@ 由 =>5 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 肽 段 ,如 果 玉 =1.05, 且 
Pa>P., 那 么 这 个 肽 段 应 该 形成 B 折 丢 ;@ 如 果 一 个 四 肽 序列 的 P.<0.9, 且 P>P ,那么 它 很 可 能 形成 
转角 。 

对 于 两 种 主要 的 二 级 结构 而 言 ,a 螺旋 也 许可 被 视 为 多 肽 链 的 默认 二 级 结构 状态 ,尽管 其 势能 不 
比 B 折 笃 低 ,但 其 氧 键 形成 在 螺旋 内 。 而 B 折 友 的 氢 键 在 股 与 股 之 间 形 成 ,参与 形成 氢 键 的 B 股 可 能 
在 一 级 结构 上 相距 较 远 ,因此 w 螺旋 与 B 折 赫 相 比 ,具有 录 的 优势 。 成 复 的 w 螺旋 或 B 折 私 的 “破坏 者 ” 
会 形成 环 或 转角 结构 ,它们 作为 有 规则 二 级 结构 的 边界 ,将 相 邻 的 二 级 结构 联系 起 来 。 

尽管 二 级 结构 的 预测 不 可 能 绝对 可 靠 , 但 总 的 趋势 是 存在 的 。 目 前 ,结合 几 种 统计 学 途径 得 出 的 
一 系列 规则 使 得 二 级 结构 预测 的 准确 率 一 般 能 达到 80%。 例 如 ,有 人 从 人 类 基因 组 中 得 到 的 一 个 未 
知 功能 的 蛋白 质 的 一 段 氨基 酸 序列 , 单 赁 预测 得 到 的 二 级 结构 就 已 取得 很 高 的 准确 度 。 如 图 2-38 所 
示 , 有 8 个 统计 学 预测 方法 被 用 于 此 段 序 列 。 最 引 人 瞩 目的 是 ,所 有 方法 在 w 螺旋 (用 h 表 示 ) 和 B 股 
(用 e 表 示 ) 出 现 的 大 概 位 置 上 是 一 致 的 ,但 在 螺旋 和 股 的 长 度 以 及 末端 的 位 置 上 有 较 大 的 分 歧 。 此 外 ， 
对 环 出 现 的 可 能 位 置 (用 e 表示 ) 也 有 争议 。 这 样 的 结果 不 管 怎 样 ,还 是 蚂 为 典型 的 。 显 然 在 进行 预 
测 的 时 候 , 使 用 多 种 方法 要 比 只 用 一 种 方法 更 具有 启发 性 。 图 2-38 中 的 Sec. Cons. 线 显示 的 是 一 种 
序列 预测 ,其 下 方 是 根据 X 射线 晶体 衍射 得 出 的 结果 ,a 螺旋 和 8 股 的 实际 位 置 分 别 用 圆柱 体 和 单 向 
粗 箭头 表示 , 回 折 细 箭头 表示 B 转角 。 


80 90 100 | 130 140 

| | 

DJ_1xx0  VLPGGNLGAQNLSESAAVKEILKEQENRKGLIAAICAGPTALLAHEIGFGSKVTTHPLAKDKMMNGGHYT 
DPM ecctcccctccccENRRNRNNNNERERttcciihicEccchihnhictccccecccccihgcttcccc 


DSC eecccccccccccccc chiphigccccceeeeccccceeeeeeecccccccccccegeeeecccccce 
GOR4 eecccccccinERGTNERNNNRNRERGRRGNENRRCcccIEDERcccccccccccRNR ccccceec 
HNNC eeccccccgicRRREEOGOSINGGRGEGCCccceeeeceecccciaecNeccccccccccccniicccccce 
PHD eecccccccccccccc 生 汪汪 有 证 和 和 和 昨 cccceeeeeccceeeeecccccccccccccilSI 人 cc cc 
Predator eecccccccSRNRRRD NRECccccceeeececcchiiiiiiccccccccccccccccccccccccc 
SIMPA96 seccccccciiifiifRFEIIEERCccccceeceececcccciiiiiiigcccccceeccccccccccccccce 
SOPM eecccccccccinNNNENEEEERtttt 昌 cceeceeetcciiecciacccccceeccccciiiaettccee 
Sec.Cons. eeccccccc?cEiREREEEREEEEcccc?eeecececccEiEFEDESccccccccccccc 生 大 明 cccccce 


放 GE ES EE》 了 ED ~ 二) 路 全 国 二 ) 0 
] 2 1 人 
DJ 1xx0 YSENRVEKDGLILTSRGPGTSFEFALAIVEALNGKEVAAQVKAPLVLKD 
DPM cccc 明 BtcccecccctctccRneR 生 帮 富生 生生 cc c 柄 定 症 有 和 呈 呈 是 c 有 WEC < 
DSC eeeeeecccceeeeccccccececeihFEEBCcccERREDEEHeecccc 
GOR4 eecccccccceeceecccccccciRRNRERERSEEEEEEESCcececc 
HNNC ecccceccceeeeeccccccciRERRRREcccHRNERCccceececc 
PHD cceeeegecceeeccecccciiiiiiNIFEEERCccRIIREEEEIENCc 


Predator ccccccccccoeceeecccccinRcccciinhcceececcc 
SIMPA9%6 sccccccccceegeccccc ci 有司 可 且 亲本 且 和 有 cc c 和 RING ccFERCc 


SOPM ecccccctteeeseeccccccnmGRRERIERttcRRDDNEEcteeeec 
Sec.Cons._ eccccccccceeeecccccccHnnaacccEIDGR 2tec2cc 
必 [Et 了)E 消 CE CI ~ ) 


2-38 ”人 类 基因 组 中 的 一 个 未 知 蛋白 的 二 级 结构 预测 结果 (Petsko 等 ,2004) 


(二 ) 三 级 结构 的 预测 

至 少 到 目前 为 止 , 使 用 从 头 计 算法 (ab initio) 即 单 赁 氨基 酸 序列 来 预测 三 维 结构 还 很 不 成 功 。 要 
想 获得 一 种 蛋白 质 精 确 的 三 级 结构 ,仍然 需要 借助 于 X 射线 晶体 衍射 和 NMR。 但 由 于 这 两 种 技术 都 
各 有 自己 的 局 限 , 因 此 永远 也 跟 不 上 基因 组 测序 的 步伐 。 
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为 什么 三 维 结构 预测 ,尤其 是 使 用 从 头 计算 法 这 么 困难 ? 这 主要 是 因为 蛋白 质 在 折 县 的 时 候 ,各 
个 氨基 酸 残 基 有 不 同 程度 的 自由 度 , 并 且 驱 动 和 稳定 折叠 的 化 学 键 很 多 是 在 一 级 结构 相隔 甚 远 的 有 
基 团 之 间 的 相互 作用 ,此 外 ,自然 折 码 并 不 经 历 所 有 的 构象 状态 ,也 会 有 一 些 酶 和 分 子 伴侣 协助 。 尽 管 
现在 有 计算 机 协助 ,但 一 种 蛋白 质 可 能 的 构象 状态 也 超过 了 当今 最 快 的 计算 机 的 运算 能 力 。 也 许 蛋 白 
质 在 折 释 的 过 程 中 ,只 有 几 百 个 基本 的 结构 ,但 现在 我 们 还 没有 能 力 去 识别 它们 。 


第 四 节 ”蛋白质 组 及 和 蛋白质 组 学 


蛋白 质 组 (proteome) 是 指 所 有 基因 表达 的 全 部 蛋白 质 及 其 存在 方式 , 即 一 个 基因 组 .一 个 细胞 或 
组 织 所 表达 的 全 部 蛋白 质 成 分 。 

蛋白 质 组 学 (proteomics) 则 专门 研究 不 同时 间 和 空间 发 挥 功 能 的 特定 蛋白 质 组 , 旨 在 阐明 生物 体 
全 部 蛋白 质 的 表达 模式 及 功能 模式 ,其 内 容 包括 确定 蛋白 质 表 达 存在 方式 (修饰 形式 ) 结 构 .功能 和 
相互 作用 方式 等 ,从 一 个 机 体 或 一 个 细胞 的 蛋白 质 整 体 活 动 来 揭示 生命 规律 。 研 究 对 象 可 以 是 细胞 
或 组 织 的 全 部 蛋白 质 , 也 可 以 是 一 个 特定 的 生物 学 机 制 或 与 机 制 相 关 的 全 部 和 蛋白质。 总 体 上 研究 可 
以 分 为 3 个 方面 :四 研究 蛋白 质 表 达 模 式 即 蛋白 质 组 成 。 这 需要 对 和 蛋白质 进 行 大 规模 地 分 离 与 鉴定 ， 
并 对 其 表达 后 修饰 进行 鉴定 ;@ 研 究 蛋 白质 功能 模式 ,目前 主要 集中 在 蛋白 质 相 互 作用 的 网 络 关系 。 
然而 ,由 于 蛋白 质 具 有 多 态 性 可 变性 复杂 性 ,并 且 低 表达 蛋白质 难 以 检测 等 ,进行 相关 的 研究 并 非 
易 事 ;@@ 和 蛋白 质 的 差异 显示 及 其 在 疾病 发 生 中 的 作用 。 

与 基因 组 相 比 ,蛋白 质 组 具有 多 样 性 和 可 变性 。 对 一 个 机 体 而 言 , 基 因 的 数目 是 恒定 的 ,而 蛋白 
质 的 种 类 和 数目 在 同一 个 机 体 的 不 同类 型 的 细胞 中 各 不 相同 ,即使 是 同一 细胞 ,在 不 同 的 时 期 或 不 同 
条 件 下 ,其 蛋白 质 表 达 也 不 同 。 由 于 蛋白 质 种 类 并 不 等 于 基因 组 中 可 读 框 的 数目 ,因此 有 人 提出 在 特 
定时 间 、 特 定 环境 和 实验 条 件 下 基因 组 活跃 表达 的 蛋白 质 为 功能 蛋白 质 组 。 显 然 , 它 们 只 是 总 蛋白 质 
组 的 一 部 分 。 

目前 ,蛋白 质 组 学 研究 以 双向 电泳 和 质谱 (MS) 分 析 两 大 技术 为 核心 。 其 中 双向 电泳 (图 2-39) 是 
以 等 电 聚 焦 为 第 一 向 凝 胶 ,根据 蛋白 质 p7 不同 而 将 其 分 离 。 第 二 向 凝 胶 是 十 二 烷 基 硫酸 钠 聚 丙烯 酰 
胺 (SDS-PAGE) 凝 胶 电泳 ,根据 蛋白 质 大 小 的 不 同 来 分 离 蛋 白质 (参看 第 四 章 “和 蛋白质 的 性 质 、 分 类 及 
研究 方法 ”)。 质 谱 技术 的 基本 原理 是 将 样品 分 子 离子 化 后 ,根据 不 同 离子 间 质 荷 比 的 差异 来 分 离 并 
确定 大 小 。 除 了 质谱 以 外 ,还 有 和 蛋白质 芯片 、 蛋 白质 序列 分 析 和 氮 基 酸 组 成 分 析 等 技术 可 用 ,但 以 质 
谱 分 析 和 和 蛋白质 序 列 分 析 最 为 重要 。 


(1) 


等 电 聚 焦 


SDS-PAGE 








科学 故事 一 一 “一 级 结构 决定 高 级 结构 ”学 说 的 提出 

蛋白 质 的 高 级 结构 由 其 一 级 结构 决定 的 学 说 最 初 由 Christian B. Anfinsen 于 1954 年 提出 。 在 1950 年 
之 前 ,Anfinsen 一 直 从 事 蛋 白质 结构 方面 的 研究 。 在 进入 美国 国立 卫生 研究 所 (NIH) 以 后 ,他 继续 从 事 这 
方面 的 研究 。 当 时 他 最 想 知 道 的 是 :一 个 蛋白 质 分 子 是 如 何 折 和 又 成 其 独特 的 三 维 构象 的 ?需要 不 需要 其 
他 酶 的 帮助 ? 蛋白 质 为 什么 要 采取 特定 的 构象 ? 

然而 ,要 想 了 解 蛋白 质 的 折 和 登 过 程 , 首先 需要 建立 一 种 方法 能 够 测定 蛋白 质 的 构象 ,其 次 还 需要 找到 
一 种 手段 用 以 检测 折 赤 过 程 。Anfnsen 以 牛 胰 核 糖 核酸 酶 (ribonuclease) 为 研究 对 象 轻而易举 地 解决 了 
第 一 个 问题 (实际 上 选用 此 酶 的 部 分 原因 是 当时 的 芝加哥 肉 类 加 工厂 能 够 为 他 的 实验 室 随 时 提供 足够 的 
原材料 ), 由 于 核糖 核酸 酶 催化 RNA 的 水 解 ,其 酶 活性 完全 取决 于 其 特定 的 三 维 构象 ,于 是 酶 活性 成 为 
测量 这 种 蛋白 质 采 取 何 种 构象 的 一 种 方法 。 但 要 观测 折 笃 过 程 , 既 可 以 从 一 个 新 合成 的 尚 没 有 折合 的 蛋 
白质 开始 ,也 可 以 在 体外 将 一 个 已 折合 好 的 蛋白 质 去 折叠 (unfold), 然 后 再 观察 它 的 再 折 登 (refold) 过 程 。 
Anfinsen 选择 了 后 一 种 途径 。 事 实 上 ,这 种 酶 特别 适合 用 后 一 种 途径 进行 研究 ,首先 因为 二 硫 键 是 决定 其 
分 子 形状 的 主要 因素 。 其 次 ,此 酶 是 一 种 单纯 蛋白 质 ,只 有 124 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,含有 4 个 二 硫 键 ,其 活 
性 很 容易 通过 测定 水 解 RNA 释放 出 来 的 核 昔 酸 量 来 获得 。Anfinsen 和 两 个 博士 后 Michael Sela 和 Fred 
White 在 研究 中 发 现 (图 2-40), 使 用 高 浓度 的 琉 基 试剂 一 一 Ap 琉 基 乙醇 (8-mercaptoethanol) 可 将 二 硫 键 
还 原 成 自由 的 琉 基 ,如 果 再 加 入 尿素 ,进一步 破坏 已 被 还 原 的 核糖 核酸 酶 分 子 内 部 的 次 级 键 , 则 该 酶 由 去 
折 释 状态 转变 成 无 任何 活性 的 无 规则 卷曲 。 对 被 还 原 的 核糖 核酸 酶 的 物理 性 质 进 行 分 析 的 结果 清楚 地 表 
明 , 它 的 确 采取 的 是 无 规则 卷曲 的 形状 。 














8molL 尿素 和 
p- 玻 基 乙 醇 
天 然 的 核 
糖 核酸 酶 
去 除 8 mol/ 工 尿素 和 
和 有- 朴 基 乙醇 





2-40， 牛 胰 核 糖 核酸 酶 的 变性 和 复 性 实验 


在 成 功 得 到 一 种 去 折 熏 的 核糖 核酸 酶 以 后 ,Anfinsen 便 开 始 研 究 它 的 重 折 释 过程 了 。 考 虑 到 被 还 原 
的 核糖 核酸 酶 要 在 已 被 还 原 的 8 个 Cys 残 基 上 重建 4 对 二 硫 键 ,共有 105 种 不 同 的 组 合 ,但 只 有 一 种 是 正 
确 的 形式 ,如 果 决 定 蛋 白质 构象 的 信息 一 直 存在 于 氨基 酸 序列 之 中 ,那么 最 后 重 折 释 得 到 的 总 是 那 种 正确 
的 形式 。 否 则 , 重 折合 将 是 随机 的 ,最 后 只 能 得 到 少量 的 正确 形式 。 显 然 ,第 一 种 情形 能 完全 恢复 去 折 和 又 
过 程 中 丧生 的 酶 活性 ,而 后 一 种 情况 只 能 恢复 很 少 的 酶 活性 。 

Anfinsen 的 重 折 和 伍 实验 还 是 比较 顺利 的 ,他 通过 透析 的 方法 除去 了 导致 梅 去 折 县 的 尿素 和 6- 琉 基 乙 
醇 ,再 将 没有 活性 的 酶 转移 到 其 生理 缓冲 溢 液 之 中 ,在 有 和 氧气 的 情况 下 于 室温 放置 , 以 使 斑 基 能 被 重新 氧 
化 成 三 硫 键 。 经 过 一 段 时 间 以 后 , 发现 绝 大 多 数 核糖 核酸 酶 的 活性 得 以 恢复 ,这 意味 着 它 原来 的 构象 恢复 
了 。 由 于 上 述 过 程 没 有 细胞 内 任何 其 他 成 分 的 参与 ,完全 是 一 种 自发 的 过 程 , 因 此 有 理由 相信 ,此 和 蛋白质 
正确 折 和 登 所 需要 的 所 有 信息 全 部 存在 于 它 的 一 级 结构 之 中 。 很 快 ,Anfinsen 的 研究 成 果 被 发 表 在 1954 年 
的 Journal of Biological Chemistry 上 。 进 一 步 的 实验 确定 了 变性 的 核糖 核酸 酶 完全 恢复 其 活性 的 条 件 ,在 
此 基础 上 ,Anfinsen 提出 了 蛋白 质 折 释 的 热力 学 学 说 (thermodynamic hypothesis)。 此 学 说 认为 ,一 个 蛋白 
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本 章 小 结 填 填 看 


质 的 天 然 三 维 构象 对 应 于 它 在 生理 条 件 下 所 处 的 热力 学 最 稳定 的 状态 。 热 力学 稳定 性 是 由 组 成 蛋白 质 的 
氨基 酸 残 基 之 间 的 相互 作用 决定 ,于 是 蛋白 质 的 三 维 构象 直接 由 它 的 一 级 结构 决定 。 

尽管 Anfnsen 的 工作 商定 了 和 蛋白质 折 登 的 热力 学 基础 ,他 也 因此 得 到 了 1972 年 的 诺 贝 尔 化 学 奖 , 但 
是 蛋白 质 折 登 是 相当 复杂 的 ,到 现在 为 止 ,我 们 仍然 不 能 根据 一 个 蛋白 质 的 一 级 结构 推断 出 它 的 三 维 结 
构 。 同 时 ,还 必须 注意 到 ,蛋白 质 在 体外 的 折 释 比 在 细胞 内 的 折 和 伍 要 慢 得 多 ! 























推荐 网 址 : 


必 
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http :Wen.wikipedia.org/wiki/Protein (维基 百科 有 关 和 蛋白 质 部 分 的 内 容 ) 

http :/Wthemedicalbiochemistrypage.org/protein-structure.html (完全 免费 的 医学 生物 化 学 课程 网 站 有 关 

蛋白 质 结 构 的 内 容 ) 

http :Wusers.rcn.comyjkimball.ma.ultranet/BiologyPages/P/Prions.html( 内 有 各 种 胶 病 毒 相 关 的 内 容 , 信 
息 丰富 ) 

. http:/www.friedli.com/herbs/phytochem/proteins.html (虽然 是 一 个 与 草药 化 学 有 关 的 网 站 ,但 对 蛋白 

质 结 构 的 描述 非常 逆 尽 和 到 位 ) 


. http :Wwww.web-books.com/MoBio/Free/Chap2.htm (完全 免费 的 分 子 生 物 学 课程 网 站 ,有 关 和 蛋白 质 结构 


与 功能 的 内 容 简单 明了 ) 


.http :人 /www.rpi.edu/deptbcbp/molbiochem/MBWeb/mbl/part2/protein.htm (美国 伦 斯 勒 理工 学 院 一 一 


(Rensselaer Polytechnic Institute) 的 一 个 分 子 生 物化 学 课程 网 站 有 关 和 蛋白 质 结 构 的 概述 ,内 有 多 种 蛋 
白质 PDB 格式 的 三 维 结构 ,还 有 一 些 题目 可 自 测 ) 
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人 第 三 章 和 蛋白质 的 功能 及 其 与 结构 乙 间 的 关系 


蛋白 质 是 生物 体 各 项 功能 的 执行 者 。 然 而 ,任何 一 种 蛋白 质 的 功能 都 与 其 特定 的 结构 密 不 可 分 ， 
特别 是 三 维 结构 。 研 究 蛋 白质 结构 与 功能 的 关系 是 当今 蛋白 质 组 学 最 重要 的 内 容 之 一 ,而 根据 一 级 
结构 的 信息 预测 一 种 多 肽 或 蛋白 质 的 高 级 结构 ,并 进而 对 其 功能 进行 预测 一 直 是 科学 家 们 的 终极 
目标 。 

本 章 将 重点 介绍 蛋白 质 的 功能 及 其 与 结构 之 间 的 关系 ,以 及 几 种 重要 的 蛋白 质 的 结构 与 功能 。 


第 一 节 蛋白质 的 功能 


在 某 种 意义 上 ,每 一 种 蛋白 质 都 可 视 为 一 种 独特 的 生物 功能 试剂 ,因为 生物 体内 的 每 一 项 功能 几 
乎 都 涉及 到 一 种 或 几 种 甚至 许多 种 特定 的 蛋白 质 。 对 一 种 蛋白 质 功 能 的 生物 学 定义 可 以 从 不 同 的 角 
度 来 理解 。 

对 于 生物 化 学 家 来 说 ,一 种 蛋白 质 的 功能 意味 着 其 在 机 体内 承担 的 生化 角色 。 如 果 是 酶 ,其 功能 
就 是 催化 反应 ;如 果 是 信号 分 子 或 运输 蛋白 ,其 功能 就 是 在 信和 号 转 导 或 运输 途径 中 与 其 他 分 子 之 间 发 
生 相 互 作用 。 对 于 遗传 学 家 或 细胞 生物 学 家 来 说 ,蛋白 质 的 功能 不 仅 包括 其 生化 功能 ,还 包括 它 的 细 
胞 学 功能 ,例如 它 作 用 的 途径 , 它 的 缺失 或 突变 引起 的 表 型 变化 。 对 于 生理 学 家 或 发 育 生物 学 家 来 说 ， 
和 蛋白质 功能 的 定义 则 更 为 广泛 。 

这 里 只 集中 讨论 蛋白 质 的 生化 功能 ,它们 主要 包括 : 

() 充当 生物 催化 剂 ” 即 酶 ,催化 细胞 内 的 各 种 生化 反应 (参看 第 八 章 “ 酶 学 概论 ”)。 

(2) 调节 其 他 和 蛋白质 行使 特定 的 生理 功能 或 者 调节 基因 的 表达 ”例如 ,周期 蛋白 (eyclin) 调节 依 
赖 于 周期 蛋白 的 蛋白 质 激 酶 (cyclin-dependent protein kinase,CDK) 的 活性 ; 阻 过 蛋白 (repressor) 和 激活 
和 蛋白 (activator) 分 别 抑制 和 激活 特定 基因 的 表达 。 

(3) 运输 ”例如 ,血红 蛋白 运输 氧气 , 转 铁 和 蛋白 (transferrin) 运输 Fe* , 白 蛋 白 运输 脂肪 酸 , 载 脂 蛋 
白 运输 脂肪 和 胆固醇 ,玉米 脂 质 转移 蛋白 (lipid-transfer protein) 运输 油 酸 。 

(4) 贮存 ”例如 , 铁 和 蛋白 (ferritin) 为 细胞 贮存 铁 , 肌 红 和 蛋白 为 肌肉 细胞 贮存 氧气 。 

(5) 运动 ”例如 , 肌 动 蛋白 (actin) 和 肌 球 蛋白 (myosin) 的 相互 滑动 导致 肌肉 细胞 收缩 或 松弛 。 

(6) 为 细胞 和 机 体 提 供 结构 支持 ”例如 ,胶原 蛋白 在 动物 的 结缔 组 织 中 就 起 结构 支持 的 作用 。 

(7) 信号 转 导 ”例如 ,胰岛 素 及 其 受 体 的 相互 作用 导致 血糖 浓度 的 下 降 (参看 第 十 七 章 “激素 与 受 
体 介 导 的 信和 号 转 导 ”)。 

(8) 免疫 ”例如 ,抗体 参与 体液 免疫 ,了 细胞 受 体 参与 细胞 免疫 。 

(9) 产生 特定 的 毒性 ”例如 , 董 麻 毒素 抑制 真 核 细胞 的 蛋白 质 合成 。 

(10) 具有 一 些 奇异 的 功能 ”例如 ,来 自 维多利亚 水 母体 内 的 绿色 菊 光 蛋白 受 紫外 线 的 激发 ,可 发 
出 绿色 的 荧光 ;一 种 植物 的 乐 果 甜 蛋 白 (monensin) 具有 极 高 的 甜 度 ,是 一 种 天 然 的 甜 味 剂 ;来 自 南 极 鱼 
体内 的 抗 冷冻 蛋白 可 帮助 南极 鱼 抵御 严寒 ;来 自 某 些 节肢 动物 的 弹性 蛋白 (resilin) 具有 超常 的 弹性 ; 
由 某 些 海洋 动物 (如 贻 贝 ) 分 刻 的 胶 蛋 白 具 有 超 强 的 黏 性 。 

然而 ,并 不 是 一 种 蛋白 质 只 能 行使 一 种 功能 ,近来 发 现 一 些 蛋 白质 虽然 只 有 一 种 结构 ,但 却 能 
行使 多 种 不 同 的 功能 。 这 些 兼 有 其 他 功能 的 蛋白 质 被 称 为 兼职 蛋白 (moonlighting protein)。 例 如 , 磷 
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与 其 他 氨基 酸 残 
基 相 比 ,Gly 在 所 有 的 蛋白 
质 进化 过 程 中 是 最 保守 的 ， 
为 什么 ? 


酸 已 糖 异 构 酶 除了 在 细胞 内 参与 糖 酵 解 以 外 ,还 能 由 T 淋 巴 细胞 分 泌 到 胞 外 充当 一 种 神经 白介素 
(neuroleukin), 促 进 胚 胎 内 某 些 兰 散 神经 元 和 感觉 神经 元 的 存活 ,以 及 促进 B 淋巴 细胞 的 成 熟 。 此 外 ， 
它 还 是 一 种 自分 这 运动 因子 (autocrine maotility factor), 在 由 某 些 癌 细 胞 分 变 以 后 ,可 刺激 瘤 细 胞 的 迁移 
和 扩散 ;再 如 ,参与 糖 酵 解 的 3- 磷酸 - 甘油 醛 脱氧 酶 (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) 以 四 
聚 体 的 形式 存在 于 细胞 质 基 质 , 而 当 以 单 体 的 形式 存在 于 细胞 核 的 时 候 , 它 却 是 一 种 尿 旷 啶 -DNA 糖 
苷 酶 (uracil-DNA glycosylase), 参 与 DNA 的 碱 基 切 除 修复 (参看 第 三 十 四 章 “DNA 损伤 .修复 和 突变 ”); 
还 有 大 肠 杆菌 的 生物 素 合 成 酶 兼 做 其 生物 素 操纵 子 的 阻 遏 蛋白 。 

蛋白 质 在 行使 功能 的 时 候 , 通 常 都 会 涉及 到 与 配 体 (ligand) 的 结合 ,因此 可 根据 配 体 的 性 质 , 来 对 
蛋白 质 的 功能 进行 分 类 。 与 蛋白 质 结合 的 配 体 可 以 简单 地 分 为 两 类 :第 一 类 是 配 体 在 结合 以 后 ,化 学 
结构 会 发 生变 化 , 变 成 了 另外 一 种 配 体 。 例 如 , 酶 在 催化 反应 的 时 候 , 作 为 底 物 的 配 体 在 与 酶 结合 以 
后 ,受到 酶 的 催化 , 变 成 了 另 一 种 配 体 一 一 产物 ;第 二 类 是 配 体 在 结合 前 后 并 没有 发 生化 学 变化 ,例如 
Fe 与 转 铁 蛋 白 的 结合 ,0, 和 血红 蛋白 的 结合 。 


第 二 他 和 蛋白质 结构 与 功能 之 间 的 关系 


蛋白 质 的 结构 与 功能 之 间 的 关系 一 直 是 生化 学 家 和 分 子 生 物 学 家 最 关注 的 问题 之 一 。 经 过 对 多 
种 蛋白 质 的 结构 与 功能 关系 的 研究 ,科学 家 们 已 总 结 出 了 其 中 的 一 些 基本 规则 。 


一 、 蛋 白质 结构 与 功能 关系 的 一 般 规则 

(1) 大 多 数 蛋 白质 具有 特定 的 三 维 结构 ,也 具有 特定 的 功能 。 一 旦 三 维 结构 被 破坏 ,蛋白 质 的 功 
能 随 之 丧失 。 少 数 蛋白 质 处 于 天 然 无 折 释 状态 ,但 仍然 具有 功能 (参看 本 节 “( 四 ) 无 折 肥 蛋 白质 的 结 
构 与 功能 ”)。 

(2) 蛋白 质 的 三 维 结构 直接 决定 蛋白 质 的 功能 。 

(3) 蛋白 质 的 一 级 结构 决定 其 三 维 结构 ,因此 也 最 终 决 定 了 和 蛋白质 的 功能 。 

(4) 结构 相似 的 蛋白 质 具 有 相似 的 功能 。 反 过 来 ,功能 相似 的 蛋白 质 具 有 相似 的 结构 ,特别 是 三 
维 结构 。 

(5) 在 不 同 物种 体内 功能 相同 的 蛋白 质 具 有 相同 和 基本 相同 的 三 维 结构 ,但 一 级 结构 是 否 有 差异 
以 及 差异 的 程度 往往 取决 于 物种 之 间 在 进化 上 的 亲缘 关系 。 

以 组 成 有 氧 生物 呼吸 链 的 关键 成 分 一 一 细胞 色素 e 为 例 , 这 种 蛋白 质 存 在 于 所 有 的 有 氧 生物 体 
内 ,与 原核 生物 的 质 膜 和 真 核 生物 的 线粒体 内 膜 相 联系 ,其 功能 是 作为 一 种 流动 的 电子 传递 体 ,往返 
于 呼吸 链 的 复合 体 II 和 IV ,进行 电子 的 传递 (参看 第 二 十 章 “ 生 物 氧化 ” ), 但 真正 传递 电子 的 是 与 细 
胞 色素 e 共 价 结合 的 血红 素 辅 基 上 的 铁 离子 。 在 对 多 种 不 同 来 源 的 细胞 色素 e 的 晶体 结构 进行 研究 
后 发 现 ,它们 在 三 维 结构 上 都 惊人 地 相似 。 而 在 对 40 种 不 同 的 真 核 生物 的 细胞 色素 e 的 一 级 结构 进 
行 比 较 分 析 后 还 发 现 ,在 构成 细胞 色素 e 的 110 个 左右 的 氨基 酸 残 基 中 ,28 个 残 基 始 终 不 变 , 这 意味 
着 这 28 个 氨基 酸 残 基 是 细胞 色素 e 形成 稳定 的 三 维 结构 ,或 者 是 其 行使 正确 的 功能 所 必需 的 。 进 一 
步 的 研究 结果 还 表明 ,在 这 28 个 高 度 保守 的 氨基 酸 中 ,有 3 个 Gly. 2 个 Cys1 个 His 和 1 个 Lys。 其 
中 的 3 个 Gly 在 所 有 的 细胞 色素 e 分 子 中 都 是 绝对 保守 的 ;而 2 个 Cys 和 1 个 His 关系 到 血红 素 辅 基 
与 细胞 色素 e 的 共 价 及 配 位 结合 ,因此 也 是 不 可 变更 的 ;1 个 Lys 残 基 参 与 细胞 色素 e 与 膜 的 结合 , 因 
而 也 是 高 度 保守 的 。 从 二 级 结构 的 层次 来 看 ,保守 的 氨基 酸 多 分 布 在 无 规则 卷曲 中 ,还 有 5 段 B- 突 
起 高 度 保守 。 这 与 无 规则 卷曲 通常 与 蛋白 质 的 功能 关系 密切 ,以 及 B- 突起 通过 细 调 肽 链 的 走向 而 影 
响 细 胞 色素 e 最 终 三 维 结构 的 形成 是 一 致 的 。 
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根据 两 种 有 氧 生物 在 细胞 色素 e 一 级 结构 上 的 差异 程度 ,可 以 判断 它们 之 间 的 亲缘 关系 。 例 如 ， 
人 与 黑猩猩 没有 差别 ;而 人 与 绵羊 相差 10 个 氨基 酸 残 基 , 与 鲫鱼 相差 18 个 ,与 酵母 相差 4 个 (图 3-1)。 
这 清楚 地 表明 ,亲缘 关系 越 近 ,氨基 酸 残 基 的 差异 就 越 少 。 根 据 不 同 种 属 之 间 氨 基 酸 残 基 差 异 的 多 少 
和 替换 速率 ,可 基本 了 解 生物 的 进化 过 程 , 并 描绘 出 系统 分 子 进 化 树 。 

(6) 一 级 结构 相似 的 蛋白 质 往往 具有 共同 的 起 源 。 很 多 学 者 经 常 根据 蛋白 质 一 级 结构 的 相似 性 
来 研究 生物 进化 。 一 般 说 来 ,如 果 两 种 生物 的 亲缘 关系 紧密 ,那么 它们 的 基因 和 和 蛋白 质 的 一 级 结构 就 
相似 。 

蛋白 质 进 化 研究 中 ,以 下 概念 比较 重要 :中 类 做 物 (analog)。 专 指 具 有 相同 的 功能 ,但 起 源 于 不 
同 的 祖先 基因 的 蛋白 质 ,它们 是 基因 趋同 进化 (convergent evolution) 的 产物 。 例 如 , 牛 和 鼠疫 杆菌 
(Yersinia pestis) 都 合成 一 种 酷 氨 酸 磷酸 酶 (tyrosine phosphatase)。 这 两 种 生物 产生 的 同一 种 酶 在 活性 
中 心 的 三 维 结构 十 分 相似 , 活性 也 相似 ,但 一 级 结构 差别 很 大 ,显然 它们 是 从 完全 不 一 样 的 祖先 基因 
进化 而 来 的 。 再 如 ,枯草 杆菌 合成 的 一 种 丝氨酸 蛋白 酶 ,与 哺乳 动物 体内 的 丝氨酸 蛋白 酶 不 仅 一 级 结 
构 不 一 样 ,三维 结构 也 不 一 样 ,但 活性 中 心 都 含有 由 Ser、His 和 Asp 组 成 的 催化 三 元 体 ( 参 看 第 十 章 " 酶 
的 催化 机 理 ”)。 显 然 ,它们 也 来 自 不 同 的 祖先 基因 。 包 同 源 物 (homolog)。 专 指 存在 于 不 同 生 物 或 者 
同 种 生物 ,来源 于 某 一 共同 祖先 基因 的 蛋白 质 ( 图 3-2)。@) 种 间 同 源 物 (ortholog)。 也 称 为 直 向 同 源 物 
或 直系 同 源 物 ,属于 同 源 物 中 的 一 种 , 专 指 来 自 于 不 同 物种 的 由 垂直 家 系 (物种 形成 ) 进 化 而 来 的 蛋白 
质 ,它们 通常 保留 与 原始 蛋白 质 相 同 的 功能 ,但 也 不 尽 然 。 例 如 ,小 鼠 , 蛙 和 鸡 各 自 的 w 珠 蛋 白 或 B 珠 
蛋白 (图 3-2)。@ 种 内 同 源 物 或 旁 系 同 源 物 (paralog)。 属 于 同 源 物 中 的 另外 一 种 , 专 指 同 一 物种 内 由 
于 基因 复制 分 离 产 生 的 同 源 物 。 例 如 ,小 鼠 a 珠 蛋 白 和 B 珠 蛋白 , 蛙 的 ac 珠 和 蛋白 和 珠 蛋 白 , 鸡 的 
珠 蛋 白 和 珠 蛋 白 ( 图 3-2)。 通 过 进化 ,这 一 类 种 内 的 同 源 物 可 能 会 获得 新 的 功能 ,但 这 种 新 功能 多 
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现 有 多 种 专门 的 软件 能 够 对 以 上 四 种 情形 进行 分 析 , 如 ClustalX, 还 有 许多 网 站 提供 在 线 分 
析 服 务 , 如 欧洲 生物 信息 学 中 心 (European Bioinformatics Institute ,EBD 提供 的 http:Wwww.ebi.ac.uk/ 
clustalw/, 这 为 在 分 子 水 平 上 研究 进化 提供 了 便利 。 

(7) 许多 疾病 都 是 体内 重要 的 蛋白 质 结构 异常 引起 的 (参看 前 一 章 的 内 容 )。 


二 、 几 类 重要 的 蛋白 质 的 结构 与 功能 

(一 ) 纤维 状 蛋白 质 的 结构 与 功能 

纤维 状 蛋白 质 倾向 于 形成 有 规则 的 纤维 状 结构 ,这 种 结构 源 于 其 一 级 结构 的 高 度 规律 性 一 一 所 
基 酸 残 基 的 种 类 有 限 , 但 序列 通常 以 重复 的 形式 出 现 。 纤 维 状 蛋白 质 一 般 由 几 条 肽 链 组 成 , 难 溶 于 水 ， 
化 学 反应 性 较 差 ,如 毛发 中 的 角 和 蛋白 、 弹 性 蛋白 和 胶原 蛋白 。 其 主要 功能 是 在 结构 或 机 械 支 持 上 ,为 


你 认为 纤维 状 蛋白 
质 通常 缺乏 何 种 二 级 结构 ? 
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机 体 提供 支持 和 保护 。 

1. a 角 和 蛋白 

a% 角 和 蛋白 来 源 于 动物 的 毛发 . 角 、 蹄 、 叭 和 爪 等 部 位 。 其 一 级 结构 由 311-314 个 氨基 酸 残 基 组 成 。 
每 一 个 a 角 蛋 白 分 子 在 肽 链 的 中 央 形 成 典型 的 w 螺旋 ,而 两 端 为 非 螺旋 区 。 

螺旋 区 由 HXXHCXC 七 肽 重复 序列 组 成 ,这 使 得 两 个 w 角 和 蛋白 分 子 能 够 通过 下 位 的 疏水 R 基 团 
结合 ,相互 纯 绕 形成 双 股 的 卷曲 螺旋 。 双 股 卷曲 螺旋 大 大 地 提高 了 a 螺旋 的 稳定 性 。 此 外 ,在 链 间 还 
形成 了 多 个 二 硫 键 , 这 种 共 价 交 联 可 进一步 提高 wx 角 和 蛋白 的 强度 。 指 甲 的 强度 比 毛发 高 是 因为 含有 
更 多 的 Cys 残 基 , 能 形成 更 多 的 二 硫 键 。 

在 美发 过 程 中 ,无 论 是 卷发 还 是 直 发 ,原理 都 一 样 :都 是 先 用 和 斑 基 化 合 物 (如 殖 基 乙酸 胺 或 半 胱 氨 
酸 ) 破 坏 二 硫 键 (大 约 45% 的 二 硫 键 被 切断 ), 使 之 被 还 原 成 自由 的 入 基 ,易于 变形 ;再 用 发 严 和 发 卷 将 
头发 塑 成 一 定 的 形状 (卷发 使 头发 成 为 波状 , 直 发 则 将 头发 拉 直 ); 最 后 用 氧化 剂 重建 二 硫 键 ,使 头发 形 
状 固定 。 

% 角 蛋 白 分 子 还 可 以 在 双 股 卷曲 螺旋 的 基础 上 , 先 形成 原 纤维 ,然后 再 由 原 纤维 组 装 成 纤维 (图 
3-3)。 
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由 4 股 向 右 缠绕 的 原 纤维 组 成 


3-3 ca 角 蛋 白 的 结构 层次 (Garretit 等 ,2010) 


2. B 角 和 蛋白 

B 角 和 蛋白 主 要 来 源 于 蚕丝 和 蝴 蛛 丝 中 的 丝 心 蛋白 ,其 一 级 结构 富 含 Ala 和 Gly, 具 有 重复 序列 
Gly-Ala/Ser-Gly-Ala/Ser; 它 的 二 级 结构 主要 是 有 序 的 反 平 行 B 折 释 ,还 有 一 些 环绕 在 B 折 硬 周围 的 
无 规则 卷曲 和 a 螺旋 (图 3-4)。 有 序 的 反 平 行 折 县 构成 丝 的 微 晶 区 (crystallite), 由 于 Gly 和 Ala/Ser 分 
别 分 布 于 折 友 片 层 的 两 侧 , 相 邻 的 B 股 能 更 加 紧密 地 堆积 形成 网 状 结构 (图 3-5), 从 而 赋予 丝 较 高 的 
抗 张 性 。 而 无 序 的 a 螺旋 和 无 规则 卷曲 构成 无 定形 区 ,又 使 丝 具 有 一 定 的 弹性 。 

3， 胶 原 蛋白 

胶原 蛋白 作为 动物 细胞 胞 外 基质 内 的 一 种 主要 结构 蛋白 ,广泛 存在 于 动物 的 结缔 组 织 和 其 他 纤 
维 样 组 织 中 ,如 肌 妥 、 韧 带 ` 骨 骼 和 血管 ,是 哺乳 动物 体内 含量 最 丰富 的 蛋白 质 。 食 品 工业 上 经 常 使 用 
的 明胶 (gelatin) 就 是 动物 胶原 蛋白 经 酸 或 碱 部 分 水 解 的 产物 。 

胶原 蛋白 的 基本 组 成 单位 是 由 3 条 a 链 组 成 的 原 胶原 (tropocollagen)。3 条 wa 链 可 以 相同 ,也 可 
以 不 同 。 不 同类 型 的 原 胶原 由 于 a 链 的 氨基 酸 组 成 及 含 糖 量 不 同 ,因而 性 能 也 不 同 。4 个 原 胶 原 分 子 
以 平行 交错 的 方式 聚合 成 胶原 原 纤维 ,再 进一步 包装 成 胶原 纤维 。 原 胶原 分 子 内 部 和 原 胶原 单位 之 
间 会 逐步 形成 特殊 的 共 价 交 联 ,进一步 稳定 和 加 强 胶原 结构 。 
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(3) 无 序 的 x 螺 旋 和 B 转 角 (4)B 折 琶 赋 予 蛛 丝 强度 ， 
和 人 站 


个 3-4 蜂 蛛 丝 中 的 丝 心 蛋白 的 结构 层次 


圈 3-5 B 角 蛋 白 中 的 B 折叠 (Garrett 等 ,2010) 了 
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原 胶原 的 一 级 结构 的 主要 特征 是 : 约 1/3 是 Gly(-33%),Pro 含量 也 很 高 (~-12%), 但 Tyr 含量 少 ， 
Trp 和 Cys 缺乏 ;具有 三 种 修饰 的 氨基 酸 , 即 4- 羟 睛 氨 酸 .3- 羟 睛 氨 酸 (-9%) 和 5- 羟 赖 氨 酸 ;每 一 条 
肽 链 都 具有 重复 的 Gly 一 X 一 Y 三 联 体 序列 (其 肽 链 可 用 (Gly 一 X 一 Y), 表示 ), 重 复 次 数 在 200 左右 。 
X 和 站 通 常 是 Pro, 也 可 能 是 Lys;Y 位 置 上 的 Pro 经 常 被 羟基 化 为 4- 羟 且 氨 酸 ;Lys 也 常 被 羟基 化 成 5- Ts 
羟 束 氨 酸 ,并 且 可 能 与 相 邻 纤维 上 的 正常 Lys 残 基 形成 不 寻常 的 共 价 交 联 。 v2 | 
胶原 蛋白 富 含 Cly 和 Pro 的 性 质 使 得 它 难以 形成 w 螺旋 和 折 春 ,但 有 规律 的 三 联 体重 复 序列 Xe 
却 有 利于 3 条 a 链 相互 “ 抱 成 一 团 ” ,形成 另外 一 种 螺旋 , 即 三 股 螺旋 (triple helix, 图 3-6)。 三 股 螺旋 多 肽 链 多 肽 
为 原 胶原 特有 的 二 级 结构 ,其 二 面 角 (@,y) 为 (-5le,+153。 ), 由 三 股 以 左手 螺旋 存在 的 w 链 组 成 ,这 om 
三 股 a 链 以 氢 键 相连 ,并 相互 强 绕 形成 右手 超 螺旋 。 在 螺旋 中 ,体积 最 小 的 Gly 正好 位 于 螺旋 的 内 部 ， 侠 3-6 胶原 蛋白 的 三 股 螺旋 
构成 紧密 的 朴 水 核心 ,而 Pre 和 Hyp 的 侧 链 位 于 三 股 螺旋 的 表面 ,面向 外 ,以 尽量 减少 空间 位 阻 。 每 
一 个 Gly 残 基 的 -NH 基 团 与 X 残 基 的 C 一 0 基 团 形成 氢 键 ,一 个 三 联 体 序列 大 约 形 成 一 个 氢 键 。 三 
股 螺旋 比 螺旋 更 为 伸展 ,每 一 个 氨基 酸 残 基 上 升 0.29 nm, 一 圈 有 3.3 个 氨基 酸 残 基 。 
Pro 残 基 缺 乏 氧 键 供 体 ,因此 单 任 3 条 肽 链 主 链 之 间 形 成 的 氢 键 ,还 不 足以 稳定 三 股 螺旋 的 结构 。 这 
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变性 后 的 胶原 蛋白 
还 能 复 性 吗 ? 为 什么 ? 
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框 3-1 生化 应 用 一 一 蛛 丝 /蚕丝 复合 纤维 的 制备 及 其 应 用 价值 

作为 一 种 天 然 的 生物 材料 , 短 丝 纤维 除了 作为 伤口 缝 线 以 外 ,还 可 以 用 在 伤口 绷带 人 工 肌 妥 、 组 织 
骨架 和 微 胶 襄 上 。 但 同样 是 丝 , 几 蛛 丝 的 强度 和 弹性 要 明显 高 于 答 丝 。 有 实验 显示 ,一 束 由 蜘蛛 丝 组 成 的 
绳子 比 同 样 粗细 的 不 锈 钢 钢 筋 多 承受 5 倍 的 质量 ! 这 相当 于 是 一 根 铅笔 粗细 的 蛛 丝 能 阻止 一 架 波 音 747 
飞机 的 飞行 ! 蜘蛛 丝 纤维 具有 如 此 好 的 机 械 性 能 ,使 其 非常 适合 作为 精细 的 缝 线 , 用 于 眼 部 \ 神 经 和 美容 
等 手术 。 

不 过 , 乔 丝 很 容易 通过 养 蚕 业 大 量 得 到 ,但 蜘蛛 这 种 动物 的 领域 性 和 同类 相 食 的 特性 使 得 “ 养 蛛 业 ” 
行 不 通 ,因此 难以 大 量 制备 蜂 蛛 丝 。 这 就 促使 人 们 尝试 使 用 低 成 本 方便、 可 靠 的 生物 技术 途径 ,去 大 规模 
生产 蜂 蛛 丝 。 

治 着 这 个 方向 的 一 大 突破 首先 是 有 人 克隆 了 金 丝 蜂 蛛 (Nepjala clavipes) 蛛 丝 蛋 白 的 cDNA, 包括 壶 腹 
状 的 丝 心 蛋白 1、 丝 心 蛋白 2 以 及 长 丝 状 的 丝 蛋 白 。 当 得 到 这 些 基 因 以 后 ,和 人们 立刻 想到 利用 多 种 外 源 蛋 
白质 表达 系统 (如 大 肠 杆菌 酵母 .昆虫 细胞 .植物 细胞 和 哺乳 动物 细胞 表达 系统 ) 去 大 量 表达 这 些 基 因 ， 
但 却 遇 到 一 个 难以 克服 的 问题 ,就 是 表达 出 来 的 蛋白 质 虽 多 , 却 很 难 像 在 师 蛛 丝 腺 内 一 样 , 绕 成 蛛 丝 纤维 。 
这 就 使 得 人 工大 规模 制备 蛛 丝 纤维 的 想法 一 直 难 以 实现 。 

然而 ,就 在 2012 年 新 年 伊始 ,美国 科学 院 院 刊 上 刊登 了 一 篇 题 为 “Silkworms transformed with chimeric 
silkwormyspidersilk genes spin composite silk fibers with impbroved mechanical broperties ”的 论文 ,使 这 个 问题 
似乎 终于 有 了 突破 。 来 自 美国 圣母 大 学 怀俄明 大 学 和 我 国 浙江 大 学 的 研究 人 员 研 究 出 了 一 种 方法 ,得 到 
了 一 种 蛛 丝 / 丢 丝 的 复合 纤维 ,其 机 械 性 能 与 天 然 的 蛛 丝 差不多 。 他 们 的 基本 思路 是 :使 用 一 种 特殊 的 载 
体 , 将 编码 蛛 丝 蛋 白 的 基因 导 人 到 家 答 的 体内 ,培育 出 转基因 家 蚕 ,并 使 蛛 丝 蛋 白 的 基因 受 乔 丝 腺 特异 性 
启动 子 LDNA 分 子 上 控制 基因 转录 启动 的 特殊 碱 基 序列 ,参看 第 三 十 六 章 “DNA 转录 ”) 的 驱动 ,在 乔 丝 
腺 内 表达 。 表 达 出 来 的 蛛 丝 蛋 白 能 与 蚕丝 腺 内 原来 表达 的 蚕丝 蛋 自 一 起 ,共同 组 装 成 虱 丝 / 蛛 丝 复合 纤 
维 。 根 据 测 定 , 这 种 复合 丝 纤维 的 性 能 比 蚕丝 强 , 与 蛛 丝 不 相 上 下 。 这 种 转基因 蚕 的 问世 ,向 大 规模 制备 
具有 原始 蛛 丝 特 性 的 生物 材料 迈进 了 一 大 步 。 


时 就 需要 通过 特殊 的 化 学 修饰 在 肽 链 上 引入 额外 的 氢 键 供 体 。 这 种 化 学 修饰 就 是 发 生 在 Pr 残 基 上 的 羟 
基 化 反应 。 其 中 催化 产 化 反应 的 羟 化 酶 (hydrowlase) 需 要 0,、Fer 和 维生素 C。Fex 包 埋 在 羟 化 酶 的 活性 
中 心 ,所 起 的 作用 是 活化 充当 底 物 的 0,, 但 它 很 容易 被 氧化 成 无 活性 的 Fe*。 维 生 素 C 所 起 的 作用 是 作为 
抗 氧 化 剂 ,防止 Fez 的 氧化 。 故 维生素 C 的 缺乏 会 导致 胶原 的 羟 化 反应 不 能 充分 进行 ,也 就 影响 到 正常 胶 
原 原 纤维 的 形成 。 那 些 非 产 化 的 前 a 链 在 细胞 内 很 容易 降解 ,从 而 导致 牙 眼 出 血 、 创 伤 不 易 愈合 等 病变 。 

胶原 蛋白 主要 由 成 纤维 细胞 (fribroblast) 合成 。 刚 刚 翻译 出 的 多 肽 链 被 称 为 前 w 链 ,其 两 端 各 有 
一 段 不 含 Gly 一 X 一 Y 重复 序列 的 前 肽 。3 条 前 w 链 的 C 端 前 肽 借助 二 硫 键 形 成 链 间 交 联 ,使 得 3 条 
前 链 “ 对 齐 "排列 ,然后 从 C 端 向 N 端 形 成 三 股 螺旋 。 前 肽 部 分 呈 非 螺旋 卷曲 ,形成 球状 结构 域 。 
带 有 前 肽 的 三 股 螺旋 胶原 分 子 被 称 为 前 胶原 (procollagen)。 前 w 链 在 细胞 内 合成 后 还 要 进行 糖 基 化 
(glycosylation) 修饰 ,才能 自 组 装 成 三 股 螺 旋 。 

前 胶原 分 沁 到 胞 外 以 后 ,在 前 胶原 肽 酶 (procollagenpeptidase) 的 催化 下 ,两 端 的 前 肽 序列 被 水 解 
后 成 为 原 胶 原 。 胶 原 变性 后 不 能 自然 复 性 重新 形成 三 股 螺 旋 结 构 , 是 因为 成 熟 胶原 分 子 的 肽 链 不 含 
前 肽 , 故 不 能 再 进行 “对 齐 * 排 列 。 在 细胞 外 基质 中 的 赖 氨 酰 氧化 酶 (lysyl oxidase) 的 催化 下 , 胞 外 原 胶 
原 上 的 Lys 残 基 被 氧化 成 醛 赖 氨 酸 (allysine)。 醛 赖 氨 酸 上 的 醛 基 可 以 与 邻近 肽 链 上 的 Lys 的 氨基 或 
羟 赖 氨 酸 的 羟基 缩合 ,形成 共 价 交 联 。 共 价 交 联 的 形成 是 一 个 缓慢 的 过 程 ,可 持续 一 生 , 故 交 联 的 程 
度 随 着 年 龄 的 增加 而 加 深 。 引 入 共 价 交 联 能 提高 组 织 强度 ,但 同时 也 降低 了 组 织 的 弹性 和 和 柔韧 性 。 

在 人 体内 已 发 现 的 近 29 种 不 同类 型 的 胶原 蛋白 中 , I 型 胶原 最 多 , 占 909 以 上 。 营 养 不 良 或 者 
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基因 缺陷 可 导致 许多 与 胶原 相关 的 疾病 ,如 成 骨 不 全 (osteogenesis imperfecta)。 成 骨 不 全 又 称 为 胞 骨 
病 (brittle bone disease), 其 典型 症状 为 骨骼 脆性 增加 。 在 患者 体内 ,编码 组 成 工 型 胶原 w 链 的 基因 有 
缺陷 ,而 导致 肽 链 上 的 某 些 Gly 被 侧 链 较 大 的 氨基 酸 残 基 取 代 。 较 大 的 侧 链 基 团 容易 产生 空间 位 阻 ， 
这 使 得 三 股 螺 旋 出 现 突起 ,破坏 了 螺旋 的 稳定 性 ,而 导致 胶原 蛋白 不 能 正常 地 行使 功能 。 

(二 ) 球状 蛋白 质 的 结构 与 功能 

生物 体内 的 大 部 分 生物 功能 是 依赖 于 球状 蛋白 质 完成 的 。 机 体内 有 各 种 各 样 的 球状 蛋白 质 ,这 
里 只 选择 以 两 类 与 人 体 健 康 有 密 切 关 系 的 球状 蛋白 质 一 一 珠 蛋白 家 族 (globin family) 和 免疫 球 蛋 白 为 
例 , 详 细 分 析 它们 的 结构 与 功能 之 间 的 关系 。 

1. 珠 蛋 白 家 族 

这 一 家 族 的 蛋白 质 都 含有 血红 素 辅 基 ,都 能 够 可 逆 地 结合 氧气 ,都 含有 珠 和 蛋白 折 礁 这 样 的 结构 模 
体 。 属 于 这 一 类 家 族 的 蛋白 质 有 : 肌 红 蛋白 (myoglobin,Mb) ,血红 蛋白 (hemoglobin,Hb)、 神 经 珠 蛋 白 
(neuroglobin,Ngb) 和 细胞 珠 和 蛋白 (ecytoglobin ,Cygb)。 

() 肌 红 蛋白 “Mb 存在 于 肌肉 中 ,在 心肌 中 的 含量 特别 丰富 。 其 功能 是 为 动物 的 肌肉 组 织 贮 备 
氧气 ,此 外 还 能 解除 NO 的 毒性 。 水 生 哺 乳 动物 (如 鲸鱼 ) 体 内 的 Mb 含量 尤其 丰富 ,因此 它们 可 以 在 
水 下 长 时 间 北 气 。 

Mb 的 一 级 结构 特征 包括 :由 一 条 肽 链 组 成 ,含有 153 个 氨基 酸 残 基 ; 紧密 结合 1 分 子 血红 素 
(heme) 辅 基 。 血 红 素 由 原 中 啉 (proporphyrins) 和 Fe* 组 成 。 

Mb 的 二 级 结构 特征 包括 :共有 8 段 w 螺旋 ,它们 约 占 全 部 序列 的 75% ,按照 从 N 端 到 C 端的 次 
序 被 依次 编号 为 A.B` CD 下.G、H。 螺 旋 之 间 是 短 的 B 转角 或 小 环 (CD 表示 C`、D 螺旋 之 间 的 环 ， 
依 此 类 推 ) (图 3-7)。 有 4 个 螺旋 终止 于 Pro 残 基 。 

Mb 是 第 一 个 获得 完整 三 级 结构 的 蛋白 质 。1959 年 , John Kendrew 和 Max Perutz 使 用 X 射线 晶体 
衡 射 的 方法 ,成 功 获得 抹香鲸 肌 红 蛋白 的 三 级 结构 。1962 年 ,Kendrew 和 Perutz 由 于 测定 了 Mb 及 血 
红 和 蛋白 的 三 级 结构 而 荣获 诺 贝 尔 化 学 奖 。 

Mb 整 条 肽 链 与 血红 蛋白 的 每 一 条 肽 链 一 样 , 折 丢 成 紧密 的 球状 结构 ,疏水 侧 链 大 都 在 分 子 内 部 ， 
极 性 、 带 电荷 的 侧 链 则 暴露 在 分 子 表 面 , 因 此 水 溶性 好 。 其 分 子 表面 有 一 个 深 的 下 水 口袋 ,口袋 的 侧 
面 由 了 螺旋 和 了 螺旋 组 成 ,底部 由 G 螺旋 和 瑟 螺旋 组 成 。 血 红 素 “ 藏 "在 袋 中 ,与 周围 氨基 酸 残 基 形 
成 次 级 键 ,而 Fe* 与 His F8 形成 配 位 键 (图 3-7)。 该 口袋 允许 0; 进入 与 Fe* 结合 ,又 可 防止 Fe” 被 
氧化 成 Fe” ,但 阻止 H0 的 进入 。Fer 一 共 可 以 形成 6 个 配 位 键 , 在 没有 结合 氧气 之 前 , 它 已 形成 了 5 
人 不 硬 们 键 (其 中 4 个 是 与 原 中 号 呈 路 环 上 的 扑 原 子 结 

0 闪 合 形成 , 另 1 个 是 与 了 螺旋 上 的 His 残 基 (His F8) 的 
咪唑 基 结 合 形成 )。His F8 被 称 为 近 端 组 氨 酸 (proximal 
histidine)。 显 然 第 6 个 配 位 键 是 为 0, 预备 的 ,0, 可 以 
通过 第 6 个 配 位 键 可 逆 地 与 Fe* 结合 (图 3-8)。 但 如 
果 Fe” 被 氧化 成 Fe” ,水 分 子 就 会 立刻 占据 第 6 个 配 位 
键 ,而 导致 氧气 无 法 结合 。C0 与 0, 差不多 大 ,因此 也 
能 与 血红 素 结合 。C0 的 毒性 是 因为 它 与 血红 素 的 亲 
和 力 更 大 ,从 而 阻止 了 0, 与 血红 素 的 结合 。 

游离 的 血红 素 也 能 够 与 氧气 结合 ,但 它们 在 溶液 

| 中 很 容易 相互 靠近 ,因而 导致 在 有 氧 的 情况 下 ,所 有 的 
一 铁 最 终 都 被 氧化 成 高 价 态 。 而 高 价 态 的 血红 素 铁 是 不 
能 结合 氧气 的 ,因此 生物 没有 选择 用 游离 的 血红 素 分 
SR “ 子 来 运输 或 者 贮存 氧气 。 如 果 血 红 素 结合 在 Mb 或 者 











侠 3-7 Mb 的 三 维 结构 以 
及 其 中 各 个 螺旋 的 编号 
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Hb 的 玻 水 口袋 之 中 , 血红 素 分 子 等 于 被 安全 隔离 起 来 ,其 中 的 铁 也 就 难以 氧化 了 。 因 此 ,Mb 的 作用 
实际 上 是 用 下 水 口袋 保护 血红 素 的 二 价 铁 , 防 止 它 被 氧化 。 然 而 ,尽管 Mb 和 Hb 本 身 已 为 上 面 的 Fe 
提供 了 很 好 的 保护 ,但 是 细胞 内 的 各 种 氧化 剂 仍然 会 不 断 地 试图 对 其 进行 氧化 ,从 而 导致 体内 出 现 少 
量 无 功能 的 高 铁血 红 和 蛋白 (methemoglobin,met-Hb) 和 高 铁 肌 红 和 蛋白 (metmyoglobin,met-Mb)。 幸 好 正 
常人 的 体内 还 有 一 种 保护 机 制 ,这 种 机 制 主要 依赖 于 细胞 色素 b; 还 原 酶 (cytochrome bs-reductase)。 该 
酶 也 被 称 为 NADH- 高 铁血 红 和 蛋白 还 原 酶 (NADH-methemoglobin reductase), 能 够 利用 细胞 内 的 还 原 性 畏 
酶 I (NADH), 将 被 氧化 的 铁 还 原 成 低 价 态 。 此 外 ,有 一 种 次 要 的 NADPH- 高 铁血 红 蛋 白 还 原 酶 也 具有 
类 似 的 功能 。 如 果 一 个 人 编码 细胞 色素 by 还 原 酶 的 基因 有 缺陷 , 那 他 体内 的 met-Hb 水 平 就 可 能 异常 高 ， 
而 致 患 高 铁血 红 和 蛋白 症 (methemoglobinemia)。 由 于 大 量 met-Hb 的 存在 而 降低 了 红细胞 的 携 氧 能 力 ， 
高 铁血 红 和 蛋白 症 患 者 的 血液 颜色 比 正 常人 深 , 皮 肤 的 颜色 也 因此 可 能 呈现 为 罕见 的 蓝 色 。 

将 血红 素 放 到 Mb 和 Hb 上 还 有 一 个 好 处 ,就 是 降低 血红 素 与 CO 的 亲和力 。 根 据 测定 ,游离 血红 
素 与 CO 的 亲和力 是 与 0, 亲和力 的 25 000 倍 ! 而 Mb 和 Hb 上 的 血红 素 辅 基 与 CO 的 亲和力 仅 是 与 
0; 亲和力 的 200 倍 。Mb 和 Hb 分 子 上 的 血红 素 辅 基 对 CO 亲和力 的 急剧 下 降 与 下 螺旋 内 的 第 7 号 位 
His 残 基 (His E7) 有 关 。 如 图 3-9 所 示 ,His E7 位 于 血红 素平 面 的 另 一 侧 , 与 近 端 组 氨 酸 (His F8) 隔 环 
相 望 ,因此 也 称 为 远 端 组 氨 酸 (distal histidine)。 远 端 组 氨 酸 和 近 端 组 氨 酸 一 样 ,对 珠 蛋 白 家 族 的 所 有 
成 员 来 说 都 是 不 可 缺少 的 。 远 端 组 氨 酸 有 两 个 重要 的 功能 :一 是 保护 血红 素 的 二 价 铁 ,阻止 细胞 内 任 
何 可 能 的 氧化 剂 对 铁 的 氧化 ;二 是 为 CO 与 血红 素 的 结合 制造 障碍 。 因 为 对 于 CO 而 言 , 它 与 血红 素 
铁 结合 的 “舒适 ”角度 是 垂直 于 血红 素平 面 ( 即 90。 ), 而 His E7 的 出 现 使 得 CO 只 能 以 120* 的 角度 结 
合 , 因 此 CO0 与 血红 素 结合 的 亲和力 就 下 降 了 。 而 对 于 0 来 说 , 它 与 血红 素 铁 结合 的 “和 舒适 ”角度 就 
是 120?" , 故 有 无 His E7 对 血红 素 结合 0, 没有 影响 。 
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《 7 His F8 《 7 es， 
HN HN HN 
与 CO 结合 的 Mb:CO 复 合 物 氧 合 血红 和 蛋白 
游离 的 血红 素 


3-9 ”血红 素 辅 基 与 CO 或 O。 的 结合 (Campbell 等 ,2009) 


Mb 结合 氧气 的 特征 可 以 用 氧 合 曲线 来 描述 ,为 双 曲 线 (图 3-10)。 


Mb 的 氧 合 反应 可 写成 :Mb+0; 一 -一 Mb0,, 反 应 的 解 离 常数 KR 


假定 了 或 0 为 氧 分 数 饱 和 度 (fractional saturation), 则 : 
”被 0, 结合 的 位 点 [Mbo,] [Mb][o,] [0,] 


”总 的 0; 结合 位 点 [Mb]+[Mbo,] 玉 [Mb]+[Mb][o]  Kr+[o,] 
由 于 溶解 在 液体 内 的 气体 浓度 与 液体 上 面 的 气体 分 压 成 正比 ,因此 可 用 氧 分 压 (po,) 代替 氧气 浓 








度 。 于 是 ,六 一 如。 根据 测定 ,在 护 1 时 ,所 有 Mb 上 的 氧气 结合 位 点 都 被 0, 占据 。 如 果 太 0.5， 


dpPo。: 


则 0.5= 即 Ki=P:。 
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从 图 3-10 中 可 以 看 出 ,Mb 倾向 于 结合 氧气 而 
不 愿意 放出 氧气 ,因此 它 的 功能 是 储存 氧气 。 只 有 在 
po, 极 低 的 时 候 , 如 肌肉 因 剧 烈 运动 而 缺 氧 , 它 才 释放 
出 氧气 。 
Mb 在 肌肉 组 织 中 的 重要 生理 功能 似乎 表明 它 是 
机 体 不 可 缺少 的 蛋白 质 。 然 而 ,使 用 基因 获 除 (gene 





人 4 1 了 2 芭 芋 knockout) 技术 培育 出 的 缺失 Mb 的 小 鼠 能 正常 地 


运动 和 生育 ,对 缺 氧 (hypoxia) 也 有 正常 的 通气 反应 


图 3-! 10 Mb 的 氧 合 曲线 
(ventilatory response)。 尽 管 这 些小 鼠 的 心肌 和 比目鱼 


肌 没 有 正常 肌肉 的 颜色 ,但 功能 仍 显示 正常 。 缺 失 Mb 的 小 鼠 能 够 正常 地 生存 ,可 能 是 因为 机 体 为 此 
做 出 各 种 代 偿 性 反应 ,比如 Hb 浓度 . 血 流 量 和 毛细 血管 密度 都 有 所 提高 。 
(2) 血红 蛋白 “Hb 存在 于 红细胞 ,其 功能 是 运输 氧气 。 它 与 Mb 的 比较 参看 表 3-1。 


思 表 3-1 肌 红 蛋白 和 血红 蛋白 的 比较 





类 别 肌 红 和 蛋白 (Mb) 血红 和 蛋白 (Hb) 
来 源 肌肉 细胞 红细胞 
种 类 一 种 三 种 :HbA, (成 人 98%)、HbA;( 成 人 2%) 和 HbF (胎儿 ) 
一 级 结构 单条 肽 链 ,153 个 aa( 氨 基 酸 残 基 ) 4 条 肽 链 ,a 亚 基 约 含有 141 个 aa,B 亚 基 约 含有 146 


个 aa, 两 者 低 于 半数 的 氨基 酸 残 基 是 相同 的 ;waw、B 和 
Mb 只 有 27 个 位 置 的 氨基 酸 残 基 是 相同 的 ;HbA,: 
oopB2: ;HbA::az 5 ;HbF:a2y， 
二 级 结构 75% 为 螺旋 ,有 A、B、C、.D、E FF G 和 互 共 每 条 链 同 Mb ,但 D 螺旋 极 短 
8 段 螺 旋 , 中 间 由 无 小 环 和 B 转角 来 连接 
三 级 结构 典型 的 球 蛋 白 ,内 部 含有 珠 蛋 白 折 和 琶 模 体 ,分 “每 条 链 同 Mb 
子 表面 有 一 个 下 水 口袋 ,血红 素 藏 在 其 中 


四 级 结构 无 4 个 亚 基 占 据 着 四 面体 的 4 个 角 , 链 间 以 盐 键 结 合 , 一 
条 a 链 与 一 条 B 链 形成 二 聚 体 ;Hb 可 以 看 成 是 由 2 
个 二 聚 体 组 成 的 (aeB) ,在 二 聚 体内 结合 紧密 ,在 二 聚 


体 之 间 结 合 朴 松 

辅 基 血红 素 (Fe”), 结 合 氧气 每 个 亚 基 结 合 1 分 子 血 红 素 (Fe”),1 分 子 血 红 蛋 白 最 
多 可 结合 4 分 子 氧 气 

协同 效应 无 正 协 同 效 应 

Hil 系数 ( 岂 ) 1 2 

氧 合 曲线 双 曲 线 S 形 曲线 

2,3-BPG 很 难 结合 两 条 B 链 之 间 可 结合 1 分 子 BPG 

Bohr 效应 无 有 

功能 在 肌肉 细胞 中 储存 氧气 将 氧气 从 肺 部 运输 到 外 周 组 织 


Hb 由 4 个 亚 基 组 成 ,因而 有 四 级 结构 。 每 一 个 亚 基 称 为 珠 蛋 白 ,单个 亚 基 的 一 级 结构 与 Mb 差别 
较 大 ,只 有 27 个 位 置 的 氨基 酸 残 基 与 Mb 相同 ,但 二 级 和 三 级 结构 却 与 Mb 十 分 相似 (图 3-11)。 

Hb 氧 合 曲线 为 S 形 曲线 (图 3-12)。 这 意味 着 ,只 有 在 po, 很 高 的 情况 下 (在 肺 部 ) Hb 才 结合 氧气 ， 
而 po, 一 旦 降低 (在 外 周 血管 中 ), 它 就 释放 0,, 而 此 时 的 Mb 却 没有 反应 。 就 结合 0, 的 亲和力 而 言 ， 
4 价 的 Hb 还 不 如 1 价 的 Mb。Hb 的 氧 合 曲线 形状 与 Mb 不 同 是 因为 它 与 0; 的 结合 具有 正 协 同 效应 
(positive cooperativity)。 

Hb 的 正 协同 效应 是 指 Hb 分 子 有 一 个 亚 基 结 合 0, 后 ,其 构象 会 发 生变 化 ,使 得 其 他 亚 基 对 0; 的 
亲和力 突然 增强 。 协 同 效应 可 使 用 齐 变 或 序 变 模型 来 解释 (参看 第 九 章 “ 酶 动力 学 ” )。 两 种 模型 都 


AAACP Le ea 
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如 果 Hb 被 解 离 成 
单 体 ,其 氧 合 曲线 还 是 S 形 
吗 ? 为 什么 ? 
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假定 血红 和 蛋白 存在 两 种 构象 , 即 紧 张 
态 (tense state,T 态 ) 和 松弛 态 (relaxed 
state,R 态 )。 在 没有 结合 氧气 时 ,Hb 的 
4 条 链 之 间 结 合 紧 密 ,这 种 构象 称 为 了 

态 ,这 种 紧密 结合 是 由 盐 键 以 及 结合 
在 2 条 B 链 之 间 缝 阶 中 的 2,3- 二 磷 
酸 甘 油 酸 (2,3-bisphosphoglycerate,2， 
3-BPG) 造 成 的 ,它们 屏蔽 了 分 子 表面 
玻 水 的 空 穴 , 使 得 Hb 结合 0, 的 能 力 降 Po jpa 
低 ( 洲 离 的 & 链 和 B 链 结合 氧气 的 能 国 : 人 
田 呈 CR 

在 脱毛 状态 下 ,Hb 上 的 Fe* 由 于 邻近 His 残 基 和 吡咯 环 N 原子 之 间 的 空间 位 阻 ,而 略 偏离 血红 
素平 面 (0.04 nm)。 然 而 ,一 旦 氧 合 ,Fe* 就 移 向 中 啉 环 ,以 便 0, 能 更 紧密 的 结合 。Fez 的 移 位 将 近 端 
His 拉 向 血红 素 , 近 端 His 的 移动 又 带动 了 螺旋 也 随 之 移动 ,而 了 螺旋 的 移动 势必 影响 到 它 与 相 邻 亚 
基 的 C 螺旋 之 间 的 相互 作用 ,最 终 导致 相 邻 亚 基 的 构象 发 生 改 变 。 这 真 可 谓 “ 牵 一 发 而 动 全 身 ”, 于 是 
相 邻 肽 链 之 间 的 盐 键 遭 到 破坏 ,Hb 的 四 级 结构 也 随 之 改变 。 这 时 2 个 二 聚 体 (aB) 之 间 发 生 滑 移 , 移 
动 1$" ,将 BPG 挤 出 。 随 后 ,四 级 结构 发 生 进 一 步 的 变化 ,每 条 链表 面 疏 水 的 空 穴 都 暴露 在 外 ,这 种 构 
象 称 为 R 态 ,而 这 时 Hb 结合 氧气 的 能 力 变 强 了 (图 3-13 ,图 3-14)。 

为 了 对 Hb 的 正 协同 效应 进行 量化 评估 ,需要 在 Hb 的 氧气 分 数 饱 和 度 方程 中 引入 所 谓 的 Hill 系 
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鲜 ) 3-13 ”血红 蛋白 与 氧气 结合 前 后 的 构象 变化 





数 (Hill coefficient , 九 ) (参看 第 九 章 “ 酶 的 动力 学 ” )。 于 是 : 
_ [Hbho] Co) 
[Hb ] + [HbO,] (Po'+(poj 


如 果 刀 1, 上 面 的 方程 实际 上 就 是 Mb 的 氧 合 方程 ,因此 无 协同 效应 ;如 果 ji>1, 就 有 正 协同 效应 ; 
如 果 A<1 ,就 有 负 协 同 效应 。 上 面 的 方程 可 转换 成 := 人 ee 


再 进行 线性 化 处 理 得 := 后 二 六 


如 果 以 jg [到 1- 芒 ] 为 纵 坐 标 ,jg po, 为 横 坐 标 作 图 ,这 就 是 Hill 作 图 。 

根据 测定 ,第 一 个 亚 基 与 0; 结合 的 Px =4 kPa, 最 后 一 个 亚 基 的 Psx=0.04 kPa。 由 此 可 见 , 正 协同 
效应 导致 Hb 的 最 后 一 个 亚 基 对 氧气 的 亲和力 增加 了 100 倍 。 

除了 正 协 同 效应 以 外 ,还 有 另外 两 种 效应 也 能 影响 到 Hb 的 氧 合 能 力 。 这 两 种 效应 分 别 是 波 尔 效 
应 (Bohr effectb) 和 别 构 效 应 (allosteric effect)。 

波 尔 效 应 是 指 H 和 CO0, 促进 Hb 释放 0, 的 现象 (图 3-15)。 波 尔 效 应 可 解释 Hb 为 什么 在 肺 中 
吸 氧 排 CO,, 而 在 肌肉 中 吸 C0; 排 氧 。 产 生 波 尔 效应 的 原因 是 于 和 CO0; 能 够 与 Hb 特定 位 点 结合 ， 
而 促进 Hb 从 R 态 转变 为 T 态 。 与 王 引发 的 波 尔 效 应 相关 的 基 团 有 :a 亚 基 的 N 端 氮 基 、c 亚 基 的 
His122 咪唑 基 以 及 B 亚 基 的 His146 咪唑 基 。 这 三 个 基 团 在 Hb 处 于 T 态 的 时 候 都 是 高 度 质子 化 的 ， 
而 当 氧 气 与 Hb 结合 以 后 ,质子 发 生 解 离 。 如 果 溶 液 中 的 pH 降低 ,将 有 利于 这 三 个 基 团 处 于 质子 化 状 
态 , 从 而 稳定 T 态 ,抑制 氧气 的 结合 .用 反应 式 来 表示 , 即 为 :Hb+0,: 一 一 HbhO),+nH'。 显 然 pH 下 降 ， 
即 正 浓度 升 高 ,会 使 反应 平衡 向 左 移动 ,这 时 有 利于 Hb 释放 结合 的 氧气 。 


组 织 “pH 肺 
F 螺 旋 氧 合 时 的 构象 





PoxykPa 
3-_14 ”血红 蛋白 与 氧气 结合 前 后 F 螺旋 的 构象 变化 图 3_-15 质子 浓度 对 Hb 与 0。 亲 和 力 的 影响 


在 外 周 组 织 ,CO; 通过 两 种 途径 产生 波 尔 效 应 。 这 两 种 途径 不 但 能 够 促进 0, 的 释放 ,而 且 也 有 助 
于 CO0, 进入 肺 部 呼出 体外 。 第 一 种 是 在 碳酸 栈 酶 (carbonic anhydrase) 的 催化 下 ,红细胞 内 的 CO; 发 生 
反应 :CO;+H0 一 -一 HCO; 一 -一 H+HCO 。 此 反应 释放 出 质子 而 产生 波 尔 效 应 ,同时 产生 的 HCO; 
进入 血浆 , 随 循 环 到 达 肺 部 。 第 二 种 是 C0;, 与 珠 蛋 白 的 N 端 氨基 可 闭 地 反应 :CO:+Hb-NH 一 一 
H'+Hb-NH-CO0-, 形 成 氨基 甲酸 血红 蛋白 (carbaminohemoglobin), 也 释放 出 质子 ,从 而 产生 波 尔 效 应 。 
CO0, 主要 通过 这 两 种 途径 进入 肺 ,分 别 占 85% 和 15% ,只 有 5% 的 CO, 以 溶解 的 形式 随 循环 进入 肺 。 

在 肺 部 , 较 高 的 po, 使 得 Hb 能 够 有 效 地 结合 氧气 ,而 正 协同 效应 使 得 Hb 从 T 态 变 成 R 态 ,并 释 
放出 质子 。 同 时 ,与 Hb 氨基 端 结合 的 CO0, 也 被 释放 出 来 。 释 放出 的 正 与 随 血液 循环 到 达 肺 部 的 
HCO; 在 碳酸 栈 酶 的 催化 下 ,发 生 逆反 应 ,产生 CO, 和 H:O。C0, 随后 通过 呼 气 排出 体外 。 
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CoO 与 Hb 的 结合 
是 否 属于 别 构 效应 ? 为 什么 ? 


试 预测 生活 在 高 海 
拔 的 鸟 类 和 低 海拔 的 鸟 类 在 
Hb 的 结构 与 功能 上 会 有 何 
不 同 ? 


Hb 突变 体 的 结构 及 
其 功能 异常 


若 BGlu6 一 Asp6 
或 Leu6 或 Ala, 则 变 体 的 表 
型 如 何 ? 
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别 构 效应 是 指 除 氧气 以 外 的 各 种 配 体 在 血红 
素 铁 以 外 的 位 点 与 Hb 结合 ,导致 Hb 的 构象 发 生 
变化 ,进而 影响 到 Hb 氧 合 能 力 的 现象 。 能 与 Hb 

合 的 配 体 有 H-、 CO, 和 2,3-BPG, 它 们 统称 为 别 
和 应 物 (allosteric effector)。H* 和 CO0, 产生 的 效 
应 就 是 波 尔 效 应 。2,3-BPG 产生 的 效应 也 是 增强 
Hb 在 外 周 组 织 释放 氧气 的 能 力 。 

2,3-BPGC 作为 糖 酵 解 的 副 产 物 广泛 存在 于 
红细胞 (参看 第 二 十 二 章 “ 糖 酵 解 ” ), 其 浓度 与 0 





2 二 6 8 10 12 14 16 
Hb 不 相 上 下 , 约 为 SmmolL。2,3-BPG 只 能 与 脱 Poz/kPa 


氧 Hb 内 位 于 两 条 B 亚 基 之 间 的 带 正 电荷 的 空 穴 
(1.1 nm) 结合, 稳定 T 态 ,显著 降低 Hb 与 0, 的 亲 ”和 图 3-16 2,3-BPG 对 血红 蛋白 与 O, 亲 和 力 的 影响 
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侠 3-17 BPG 的 化 学 结构 及 其 与 两 条 B 链 之 间 的 结合 


和 力 ,促进 Hb 在 组 织 中 释放 0,( 图 3-16,3-17)。 氧 合 Hb 位 于 两 条 B 亚 基 之 间 的 空 穴 已 经 明显 变 小 ， 
只 有 0.5 nm, 容 纳 不 了 0.9 nm 大 小 的 BPGC。 

生活 在 高 海拔 地 区 可 诱导 红细胞 内 的 BPG 水 平 上 升 ,这 显然 是 生物 对 缺 氧 环境 的 一 种 适应 。 在 高 海 
拔 地 区 ,大 气 中 的 氧气 较为 稀薄 ,将 氧气 有 效 地 释放 到 外 周 组 织 变 得 困难 。 为 了 适应 这 种 环境 ,体内 红 细 
胞 的 数目 会 增加 ,同时 机 体 开 始 加 速 合成 2,3-BPG (参看 第 二 十 二 章 “ 糖 酵 解 ")。 大 概 24h 以 后 ,体内 
的 2,3-BPG 水 平 便 开 始 持续 上 升 。 除 此 以 外 ,贫血 . 肺 功 能 衰弱 和 长 期 吸烟 也 可 导致 体内 BPG 水 平 上 升 。 

胎儿 血红 蛋白 HbF(oay;) 与 0, 的 亲和力 明显 高 于 成 人 的 HbA, 这 显然 有 利于 胎儿 通过 胎盘 ( 氧 
分 压 大 大 低 于 肺 ) 从 母亲 那里 获取 0,。HbF 与 0, 亲和力 之 所 以 高 于 HbA ,是 因为 与 w 亚 基 结 合 的 Y 
亚 基 不 能 结合 BPG。 由 此 可 见 ,无 私 的 母爱 在 分 子 水 平 上 已 经 开始 了 。 

迄今 为 止 ,已 发 现 多 种 Hb 的 突变 体 。 根 据 表 型 ,突变 体 可 分 为 四 种 类 型 :@D) Hb 聚合 成 纤维 状 ， 
致使 红细胞 成 灸 刀 形 ;G@) 改 变 与 氧气 的 结合 性 质 ;@ 血 红 素 辅 基 丢 失 ;@ 四 聚 体 解 聚 。 

第 一 种 突变 体 最 为 常见 , 它 直 接 导致 灸 状 细胞 贫血 症 (sicklemia)。 这 种 贫血 患者 的 Hb 简称 为 
HbS。Hbs 与 Hb 在 结合 0, 的 能 力 方面 并 没有 区 别 ,它们 的 区 别 在 于 Hbs 能 造成 红细胞 溶血 ,致使 病 
人 体内 的 红细胞 数量 减少 ,通常 只 有 正常 人 的 2。 溶 血 后 的 Hb 不 能 像 红 细胞 中 的 Hb 一 样 正 常 运输 
0:。 病 人 表现 为 乏力 ,剧烈 运动 可 导致 死亡 。Hbs 导致 溶血 的 原因 在 于 其 B 亚 基 的 6 号 位 氨基 酸 残 
基 从 正常 的 Glu 突变 成 Val (图 3-18)。 这 种 异常 的 Hbs 在 脱氧 状态 下 ,相互 间 很 容易 通过 表面 的 Val 
突起 与 疏水 止 陷 之 间 形 成 疏水 键 而 聚集 成 纤维 (图 3-19), 导 致 细胞 膜 变 形 直至 破裂 。 

Ngb 和 Cygb 是 近年 来 才 发 现 的 属于 珠 蛋 白 家 族 的 两 个 新 成 员 ,它们 与 Hb 和 Mb 一 样 也 能 结合 氧 

















正常 红细胞 和 正常 镰刀 形 红 细胞 和 有 异常 
B 亚 基 的 一 级 结构 B 亚 基 的 一 级 结构 


3-18 ”镰刀 形 红细胞 和 正常 红细胞 的 外 形 比较 以 及 HbS 在 一 级 结构 上 的 变化 

气 。 其 中 ,Ngb 主要 在 脊 椎 动物 的 大 脑 和 

视网膜 细胞 中 表达 ,而 Cygb 几乎 在 脊椎 动 
辣 。。 物 所 有 的 细胞 中 都 能 表达 。 

二 2. 免疫 球 蛋 白 (immunoglobulin,TJgG) 

IgG 即 抗体 ,是 一 类 由 了 淋巴 细胞 
分 泌 出 的 糖 蛋白 ,可 以 与 特异 的 抗原 结 
合 从 而 激发 特定 的 体液 免疫 反应 。 

(三 ) 膜 蛋 白 的 结构 与 功能 

细胞 内 有 1/3-~1/2 的 蛋白 质 与 膜 结 
合 或 镶 骨 在 膜 内 ,生物 膜 的 各 项 功能 主 
要 是 由 各 种 结构 不 同 的 膜 蛋白 完成 的 。 
根据 结构 , 膜 蛋 白 可 分 为 外 周 蛋白 、 内 
在 蛋白 和 脂 锚 定 蛋 白 。 其 中 外 周 蛋 白 是 
可 溶性 的 ,与 球状 蛋白 质 非 常 相似 ,如 细 
胞 色素 e。 内 在 和 蛋白 的 结构 比较 复杂 , 而 脂 锚 定 蛋白 通过 与 其 共 价 连接 的 玻 水 基 团 锚 定 在 膜 上 ( 见 第 
十 六 章 “ 脂 质 与 生物 膜 ” )。 

膜 内 在 蛋白 灸 内 于 膜 脂 的 特性 ,使 这 一 类 蛋白质 经 常 位 于 细胞 与 外 部 环境 的 交界 处 , 介 导 细胞 与 
外 界 之 间 的 信号 转 导 ,并 执行 很 多 重要 的 细胞 功能 。 例 如 ,它们 作为 各 种 神经 递 质 , 水 浴 性 激素 和 其 
他 配 体 的 受 体 ,构成 各 种 跨 膜 的 离子 通道 及 转运 蛋白 等 。 但 是 , 膜 内 在 蛋白 的 玻 水 特性 使 其 需要 与 
生物 膜 共同 形成 稳定 的 天 然 构象 ,这 大 大 增加 了 研究 的 难度 。 

与 研究 球状 蛋白 一 样 , 要 真正 地 理解 膜 蛋 白 的 功能 ,首先 需要 确定 它们 的 三 维 结构 。 然 而 ,研究 
膜 内 在 蛋白 的 三 维 结构 并 非 易 事 ,其 困难 集中 反映 在 以 下 几 个 方面 : 

(D) 含量 低 ”例如 一 些 跨 膜 受 体 蛋 白 的 含量 为 微克 级 ,而 应 用 基因 工程 方法 大 量 表达 膜 内 在 蛋白 
也 存在 着 很 大 的 困难 。 因 此 ,迄今 为 止 精细 结构 已 被 解析 的 主要 是 天 然 含 量 本 来 就 高 的 膜 内 在 蛋白 ， 
如 牛 心 线粒体 细胞 色素 。 氧化 酶 ` 细 胞 色素 bc; 复合 体 . 植 物 光 合作 用 的 聚 光 复 合体 紫色 细菌 光合 反 
应 中 心 . 嗜 盐 菌 基 紫 质 和 细菌 膜 孔 蛋白 。 

@) 分 离 、 纯 化 比较 困难 只 有 使 用 较 剧 烈 的 条 件 ( 如 去 垢 剂 \ 有 机 溶剂 和 超声 波 ) 才能 将 它们 深 
解 下 来 ,而 分 离 后 一 旦 除去 去 垢 剂 或 有 机 溶剂 ,它们 很 容易 聚合 为 不 溶 物 。 

(3) 结晶 困难 ”无论 是 电子 晶体 学 方法 还 是 又 射线 衍射 方法 ,都 需要 膜 内 在 蛋白 的 二 维 或 三 维 晶 
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框 3-2 ”生化 医药 一 一 丁 酸 的 妙用 

丁 酸 是 一 种 常见 的 羧 酸 , 现 在 人 们 发 现 它 承 载 着 有 效 治疗 两 种 古老 的 人 类 遗传 性 疾病 一 镰 状 细胞 
贫血 和 B- 地 中 海 贫血 的 希望 。 镰 状 细胞 贫血 是 由 B 珠 蛋 白 发 生 一 个 点 突变 引起 的 ,而 B- 地 中 海 贫血 的 
病因 却 是 B 珠 蛋白 不 能 正常 表达 。 然而 ,这 两 种 遗传 性 疾病 并 不 影响 胎儿 ,因为 出 生前 和 出 生 后 几 个 星期 ， 
机 体 主要 表达 没有 B 珠 蛋白 的 HbF, 而 不 是 HbA。HbF 对 氧气 的 亲和力 高 于 HbA ,这 样 可 确保 胎儿 能 通 
过 胎盘 从 母亲 的 血液 中 获得 足够 的 氧气 。 

用 丁 酸 来 治疗 这 两 种 遗传 疾病 的 灵感 来 自 两 个 偶然 发 现 的 交汇 :一 是 有 医生 发 现 一些 镰 状 细胞 贫血 
患者 只 有 轻微 症状 ,原因 是 他 们 体内 能 继续 产生 高 水 平 的 HbF; 二 是 一 些 糖 尿 病 母 亲 所 生 的 婴儿 在 出 生 
以 后 很 长 一 段 时 间 内 ,继续 产生 大 量 的 HbF。 巧 合 的 是 ,在 这 些 婴 儿 的 血液 中 ,发 现 有 高 水 平 的 氨基 丁 酸 。 
这 两 个 发 现 让 美国 奥克兰 研究 中 心 的 Susan Perrine 有 了 灵感 ,想到 了 通过 “唤醒 ”在 基因 表达 上 处 于 "“ 休 
眠 状态 "的 胎儿 珠 蛋 白 基 因 来 治疗 镰 状 细胞 贫血 。 于 是 ,她 和 她 的 同事 向 3 个 镰 状 细胞 贫血 患者 和 3 个 B- 
地 中 海 贫血 患者 注 和 人 了 了 丁 酸 钠 溶 小 。 经 过 约 三 个 星期 的 实验 性 治疗 ,这 些 患者 体内 的 HbF 水 平 上 升 高 达 
45%。 其 中 一 个 地 中 海 贫血 患者 ,所 有 的 症状 被 完全 逆转 。 而 且 , 这 种 治疗 方法 的 不 良 副作用 很 小 。 当 然 
这 种 疗法 只 有 在 对 大 量 患者 进行 更 多 的 治疗 以 后 才 可 以 宣布 完全 成 功 。 


体 , 因 此 晶体 的 生长 成 了 目前 解析 膜 内 在 蛋白 三 维 结构 最 大 的 障碍 。 

德国 生化 学 家 Hartmut Michel 在 研究 中 巧妙 应 用 可 透析 的 两 性 小 分 子 去 垢 剂 ,解决 了 膜 内 在 蛋白 
难以 结晶 的 难题 。 其 原理 是 : 当 小 分 子 的 去 拍 剂 达到 一 定 浓 度 时 形成 微 团 ,可 将 膜 蛋 白 的 疏水 区 屏蔽 
起 来 ,这 使 膜 内 在 蛋白 在 水 中 呈 溶 解 状 态 。 在 去 垢 剂 微 团 的 极 性 表面 之 间 的 相互 作用 下 , 膜 内 在 蛋白 
有 可 能 形成 结晶 (图 3-20)。1977 年 ,Michel 正 是 利用 这 种 方法 得 到 菌 紫 质 的 晶体 。 次 年 ,Michel 偶 
然 发 现 , 当 把 这 种 物质 放 在 冰箱 中 时 ,可 形成 固态 的 玻璃 状 聚 集体 ,由 此 他 相信 有 可 能 获得 三 维 晶体 。 
幸运 的 是 ,他 很 快 便 获 得 了 成 功 。 

1981 年 ,Michel 利用 分 子 筛 层 析 技 术 首 次 得 到 了 光合 反应 的 晶体 。 他 把 这 一 研究 成 果 投 稿 给 
Natiure, 但 被 拒绝 。 后 转投 向 Tjhe Journal of Molecular Biology, 才 得 到 发 表 。1982 年 ,Michel 在 Robert 
Huber 领导 的 当时 世界 上 最 先进 的 X 射 线 衍射 实验 室 做 报告 时 ,引起 了 Huber 的 兴趣 ,二 人 选 定 
Johann Deisenhofer 完成 紫色 细菌 光合 反应 中 心 的 X 射 线 晶 体 衍射 分 析 。1985 年 ,Deisenhofer 完成 了 
整个 光合 反应 中 心 结 构 的 测定 。1988 年 ,这 三 位 杰出 的 德国 生物 化 学 家 共享 了 诺 贝 尔 化 学 奖 。 

对 已 获得 三 维 结构 的 各 种 膜 内 在 蛋白 的 研究 表明 ,它们 与 非 膜 蛋白 一 样 ,含有 相同 的 二 级 结构 元 
件 ,但 它们 几乎 完全 存在 于 玻 水 环境 之 中 ,这 种 朴 水 环境 是 由 膜 脂 上 的 朴 水 尾巴 形成 的 。 但 由 于 肽 键 
的 亲 水 性 质 ,将 一 条 充分 伸展 的 多 肽 链 插 人 或 贯穿 于 一 个 脂 双 层 膜 在 能 量 上 显然 是 不 利 的 。 于 是 ,多 
肽 链 总 是 通过 形成 特殊 的 二 级 结构 或 三 级 结构 来 避免 肽 键 与 疏水 的 脂 环境 接触 ,以 便 插 和 人 到 脂 双 层 
结构 之 中 。 实 际 上 , 玻 水 环境 更 有 利于 二 级 结构 的 形成 ,这 是 因为 在 朴 水 环境 中 没有 水 分 子 的 竞争 干 
扰 , 肽 链 内 的 氧 键 更 容易 形成 。 

就 氨基 酸 分 布 而 言 , 膜 内 在 蛋白 暴露 在 水 相 中 的 表面 性 质 实际 上 与 一 般 的 球状 蛋白 相同 ,它们 的 
差别 主要 在 于 与 脂 双 层 作用 的 氨基 酸 的 性 质 和 分 布 。 如 果 不 考 虑 与 脂 双 层 相互 作用 的 表面 , 膜 内 在 
蛋白 的 内 部 与 绝 大 多 数 球状 蛋白 差不多 ,但 那些 参与 信号 转 导 的 离子 通道 或 参与 物质 跨 膜 转运 的 孔 
蛋白 除外 。 

要 解决 多 肽 链 通过 脂 双 层 膜 的 能 量 不 利 的 问题 ,最 简单 的 方法 是 形成 螺旋 ,因为 w 螺旋 满足 
了 主 链 原子 形成 氢 键 的 倾向 ,并 使 侧 链 基 团 面向 脂 环境 。 既 然 w 螺旋 的 每 一 个 残 基 延 伸 0.15 nm, 那 
么 一 个 跨 膜 的 a 螺旋 约 含 有 20 个 氨基 酸 残 基 , 这 相当 于 脂 双 层 玻 水 部 分 的 平均 厚度 , 即 2.5-3 nm (图 
3-21)。 因 此 ,一 段 由 20 个 玻 水 氨基 酸 残 基 组 成 的 w 螺旋 就 足以 横 跨 生物 膜 , 这 个 数据 实际 上 已 成 为 
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鉴别 一 种 蛋白 质 是 不 是 膜 内 在 蛋白 的 一 个 重要 标志 。 

玻 水 作 图 (hydropathy plot) 对 于 发 现 一 个 膜 内 在 蛋白 的 跨 膜 螺旋 十 分 有 用 ,因为 跨 膜 螺 旋 的 下 水 
性 一 般 要 比 通 常 的 螺旋 高 得 多 。 例 如 ,在 对 羧 酸 转 运 感应 蛋白 (carboxylic acid transport sensor) 进行 疏 
水 作 图 以 后 ,预测 其 有 两 个 跨 膜 螺旋 ,结果 正好 与 实际 相符 (图 3-22)。 

菌 紫 质 是 一 种 典型 的 膜 内 在 蛋白 。 芷 水 作 图 表明 ,其 含有 7 个 跨 膜 螺旋 ,螺旋 之 间 是 相当 短 的 小 
环 ( 图 3-23)。 其 功能 是 作为 一 种 受 光 子 驱 动 的 质子 通道 。 受 光子 的 激活 ,结合 在 菌 紫 质 核心 的 视 黄 
醛 从 11- 顺 式 变 成 全 反 式 。 如 此 构 型 的 变化 会 影响 到 一 个 氨基 酸 残 基 侧 链 的 pKa, 从 而 导致 1 个 质子 
从 膜 的 一 侧 转运 到 另外 一 侧 。 

还 有 一 种 方法 ,可 以 解决 多 肽 链 通过 脂 双 层 膜 遇 到 的 能 量 不 利 的 问题 , 那 就 是 形成 B 折 释 。 然 而 ， 
膜 蛋 白 上 的 B 折 和 对 单 赁 序列 是 难以 确定 其 存在 的 ,原因 是 一 个 跨 膜 的 B 股 只 需要 8-9 个 氨基 酸 残 基 
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侠 3-23 菌 紫 质 的 疏水 作 图 结果 以 及 实际 的 三 维 结构 模型 
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蛋白 质 中 也 使 用 ”具有 反 平 行 的 B 折 奉 桶 结构 ,例如 孔 蛋 白 。 联 系 相 邻 B 股 的 是 短 的 亲 水 性 转角 。 
B- 折 码 横 跨 脂 双 层 膜 , 然 


一 不 吉 的 帮 让 区 二 孔 蛋 白 主要 存在 于 革 兰 氏 阴 性 菌 、 线 粒 体 和 时 绿 体 的 外 膜 上 ,其 中 央 是 一 个 由 B 折 短 桶 构成 的 孔 
能 单独 跨 膜 , 为 什么 ? 洞 (参看 上 一 章 图 2-17), 允 许 小 分 子 和 水 通过 被 动 扩散 跨 膜 。 孔 洞 的 两 侧 经 常 分 布 着 带 正 电荷 和 带 


负电 荷 的 残 基 , 以 创造 跨 膜 的 电场 ,使 不 同 的 孔 蛋 白 对 带电 分 子 具 有 不 同 的 选择 性 。 

细菌 的 孔 蛋 白 都 是 三 聚 体 , 它 有 很 大 的 表面 区 域 被 包 埋 在 亚 基 之 间 , 这 与 球状 蛋白 亚 基 之 间 被 包 
埋 的 表面 并 无 两 样 。 面 向 脂 双 层 的 表面 高 度 疏 水 , 比 蛋白 质 的 内 部 和 亚 基 之 间 界 面 上 的 疏水 性 要 高 
得 多 。 

(四 ) 无 折 友 蛋白质 的 结构 与 功能 

前 面 所 述 的 各 种 蛋白 质 ,无 论 是 纤维 状 蛋 电 
质 ,还 是 球状 蛋白 质 或 膜 蛋白 ,由 于 具有 特定 的 


三 维 结构 , 才 具 有 特定 的 生物 学 功能 。 一 旦 它们 天 然 无 折合 重 白质 

失去 了 特定 的 结构 ,成 为 松散 无 折 丢 状态 ,就 立 _. 光 : 2 

刻 丧 失 功能 。 然 而 , 自 20 世纪 90 年 代 初 以 来 ， 完全 无 折 受 蛋白 质 部 分 无 折 有 登 蛋白 质 

人 们 开始 发 现 越 来 越 多 的 蛋白 质 在 生理 条 件 下 ， 有 

尽管 缺乏 特定 的 二 级 结构 和 三 级 结构 ,处 于 完全 

无 折 答 或 部 分 无 折叠 状态 ,但 仍然 具有 功能 。 这 。” 项 任何 结构 | 请 有 基 种 结构 请 球 坟 。 
于 类 和 蛋白 质 现在 统称 为 天 然 无 折 奏 蛋白 质 (naturally 

伟 3-24 天 然 无 折叠 蛋白 质 的 分 类 


unfolded protein,NUP), 或 固有 无 结构 蛋白 质 

(intrinsically unstructured protein,IUP), 或 固有 无 序 化 蛋白 质 (intrinsically disordered protein)。 
迄今 为 止 ,已 发 现 的 NUP 约 占 蛋 白质 总 数 的 30%。NUP 一 般 可 分 为 两 类 (图 3-24): 一 类 是 完 
无 任何 结构 的 ACTR 和 蛋白 全 无 折 丢 蛋白 质 (fully unfolded protein), 约 占 10%; 另 外 一 类 是 部 分 无 折 和 大 蛋白 质 (partially unfolded 
protein), 一 般 含有 一 段 由 多 于 50 个 氮 基 酸 残 基 组 成 的 无 折 码 区 域 。 完 全 无 折 释 蛋白 质 还 可 以 进一步 
分 为 两 个 亚 类 :第 一 亚 类 无 任何 二 级 结构 ;第 二 亚 类 无 三 级 结构 ,与 天 然 折 笃 蛋 白质 在 折 友 过 程 中 形 
成 的 “ 溶 球 态 ” 中 间 体 相 似 。 显 然 , 天 然 无 折 丢 蛋白 质 的 发 现 是 对 传统 的 蛋白 质 结 构 与 功能 关系 基本 

法 则 的 挑战 。 

在 天 然 无 折 释 蛋白 质 中 ,有 些 必 须 处 在 无 折 友 状 态 才 具有 一 定 的 功能 ,有 些 需 要 跟 特 定 的 配 体 
(经 常 是 DNA) 结 合 ,进而 发 生 折 和 琶 ,再 行使 功能 。 例 如 ,淋巴 类 增强 子 结合 因子 1(lymphoid enhancer- 
发 生 折 县 binding factor-1,LEF-1) 就 属于 后 一 类 , 它 在 B 细胞 前 体 和 T 细 胞 中 表达 ,定位 在 细胞 核 , 与 DNA 分 子 
上 的 了 细胞 受 体 -a 增强 子 (T-cell receptor-alpha enhancer) 结合 以 后 发 生 折 和 琶 , 然 后 刺激 相关 基因 的 
表达 。 再 如 , 真 核 细 胞 中 有 两 类 转录 因子 ACTR 和 NCBD ,它们 单独 存在 时 均 处 于 无 折 丢 状态 ,一 旦 结 
合 , 则 立刻 折 奉 (图 3-25)。 

NUP 的 主要 功能 是 参与 信号 转 导 、 细 胞 周期 调控 和 基因 表达 调控 。 此 外 , 它 与 翻译 后 加 工 也 有 
关系 ,还 经 常 充 当 RNA 和 和 蛋白 质 的 分 子 伴侣 。 在 信号 转 导 过 程 中 ,经 常 涉及 可 逆 的 蛋白 质 磷 酸化 
(reversible protein phosphorylation), 这 种 磷酸 化 和 脱 磷 酸化 修饰 是 真 核 细胞 调节 蛋白 质 或 酶 活性 的 主 
要 手段 之 一 (参看 第 十 七 章 “激素 及 其 受 体 介 导 的 信号 转 导 ”)。 人 们 还 发 现 ,磷酸 化 位 点 周围 的 氨基 

ACTR_NCBD 复 合 物 酸 组 成 .序列 复杂 性 下 水 性 .电荷 和 其 他 序列 特征 与 NUP 十 分 相似 。 因 此 ,有 人 认为 蛋白 质 磷 酸化 位 
3_25 丙种 NUP 前 相互 点 主要 发 生 在 无 折 辩 区域 。 
作用 导致 各 自发 生 折 村 NUP 一 级 结构 的 特征 是 含有 较 多 的 Clin 、Ser、Pro 、Glu 和 Lys ,而 侧 链 较 大 的 琉 水 氨基 酸 很 少 ,如 
Val Leu lle Met Phe 、Trp 、Tyr, 因 此 可 以 利用 上 述 性 质 来 鉴别 或 预测 一 种 蛋白 质 是 不 是 无 折 释 蛋白 。 
现在 有 专门 的 网 站 ,在线 提 供 预测 天 然 无 折 受 蛋白 质 的 服务 ,如 http:/bip.weizmann.ac.il/fldbin/findex。 
人 人 坟 二 生生 。 NUP 为 什么 不 能 折 春 或 者 只 能 部 分 折 码 ?主要 原因 是 芷 水 氨基 酸 残 基 含量 少 ,而 琉 水 作用 力 是 驱动 
量 少 ? 蛋白 质 折 县 的 主要 动力 。 
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NUP 虽然 处 于 完全 无 折 县 或 部 分 无 折 县 状态 ,但 并 不 比 处 于 折 释 状态 的 蛋白 质 更 容易 水 解 ,这 主 
要 是 因为 NUP 通常 分 布 在 细胞 核 和 无 蛋白 酶 的 细胞 器 ,远离 有 蛋白 酶 的 区 域 ,而 且 多 数 NUP 在 遇 到 
合适 的 配 体 以 后 会 发 生 折 释 。 

从 生物 进化 学 的 角度 看 ,NUP 似乎 具有 很 多 优势 ,可 能 包括 :中 不 需要 经 过 折 麦 就 能 起 作用 ;@ 可 
以 结合 几 种 不 同 的 配 体 , 而 表现 多 种 功能 ;G@@ 拥 有 较 大 的 分 子 之 间 相 互 作 用 的 界面 ,有 利于 分 子 识别 ; 
亿 有 利于 细胞 信和 号 转 导 过 程 中 开 与 关 的 切换 。 这 些 优 势 对 于 复杂 的 生物 来 说 更 有 用 ,因此 NUP 的 分 
布 与 生物 复杂 性 正 相 关 , 即 生物 越 复杂 ,NUP 越 多 。NUP 在 真 核 生物 中 比较 普遍 ,在 原核 生物 中 则 


少见 。 


第 三 节 和 蛋白质 的 功能 预测 


就 目前 的 研究 水 平 ,一 般 很 容易 从 蛋白 质 的 序列 和 结构 推导 出 其 生化 功能 ,有 时 还 可 能 研究 得 更 
深 。 在 当今 基因 组 学 和 后 基因 组 学 时 代 , 通 常 赁 经 验 , 再 综合 各 种 不 同 的 技术 进行 功能 预测 。 尽 管 预 
测 一 种 蛋白 质 功 能 最 好 的 方法 是 先 得 到 它 的 三 维 结构 ,但 也 可 以 单独 进行 功能 预测 或 者 与 结构 预测 
结合 起 来 。 

目前 经 常 使 用 的 功能 预测 法 主要 包括 : 

1. 基于 序列 的 途径 (sequence-based approach) 

如 果 蛋 白质 A 有 功能 X, 而 蛋白 质 B 是 蛋白 质 A 的 同 源 物 , 则 B 就 有 功能 X。 

序列 比 对 是 检测 同 源 基因 的 强 有 力 工 具 , 但 限于 亲缘 关系 不 太 远 的 基因 组 。 

2. 基于 结构 的 途径 (structure-based approach) 

假定 蛋白 质 A 有 功能 X, 而 且 具 有 某 种 结构 特征 ,那么 A 的 功能 位 点 便 具 有 某 种 结构 特征 。 如 果 
蛋白 质 B 具有 这 种 结构 特征 ,蛋白 质 B 就 可 能 具有 功能 X。 

这 种 基于 结构 的 方法 可 能 检测 出 基于 序列 途径 不 能 确定 的 遥远 的 同 源 物 。 

3. 结构 与 序列 比 对 法 

除了 使 用 序列 信息 以 外 ,还 使 用 结构 信息 。 

蛋白质 结构 预测 线索 法 (protein threading) 是 一 种 很 流行 的 方法 。 这 种 方法 首先 假设 多 肽 的 构象 ， 
然后 根据 得 到 的 结构 计算 出 其 能 量 。 通 过 计算 各 种 已 知 结构 的 能 量 ,可 以 得 出 与 给 定 蛋 白质 序列 最 
符合 的 构象 。 由 于 该 结构 是 假设 的 而 不 是 计算 出 来 的 ,线索 法 有 时 指 的 就 是 “ 反 向 蛋白 质 折 丢 ”。 

SCOP (http:/Wscop.berkeley.edu/) 是 一 个 在 线 的 蛋白 质 分 类 数据 库 , 它 根据 蛋白 质 的 结构 和 功能 的 
相似 性 ,将 蛋白 质 分 成 若干 个 等 级 ,按照 从 低 到 高 的 排列 依次 是 :家 族 (family), 超 家 族 (super-family)、 
栏 (fold) 和 类 (class)。 其 中 类 是 最 高 级 水 平 , 共 分 为 11 类 ,包括 全 a 蛋白 (all-alpha protein)、 膜 蛋白 
(membrane protein)\aB 和 蛋白 (alpha-beta protein) 螺 旋 卷 曲 蛋白 (coiled-coil protein) 等 ; 栏 为 第 二 级 水 平 ， 
共有 800 个 栏 ; 超 家 族 位 于 第 三 级 ,共有 1 294 个 超 家 族 ;家 族 处 于 第 四 级 ,共有 2 327 个 家 族 。 

使 用 序列 - 结构 比 对 法 ,可 以 预测 一 种 蛋白 质 属于 哪 一 个 家 族 , 超 家 族 或 栏 。 被 预测 的 处 于 同一 
个 SCOP 家 族 的 蛋白 质 被 认为 是 直 向 同 源 物 ;处 于 同一 个 SCOP 超 家 族 的 蛋白 质 被 认为 是 同 源 物 ;处 
于 同一 栏 的 蛋白 质 被 认为 是 类 似 物 。 

通过 这 种 方法 ,还 可 以 对 一 种 蛋白 质 的 配 体 结合 位 点 或 大 分 子 结合 位 点 进行 预测 :已 知 约 85% 的 
配 体 结合 位 点 是 最 大 的 裂缝 ,还 有 约 10% 的 配 体 结合 位 点 是 第 二 大 裂缝 ;大 分 子 结合 位 点 (蛋白质 、 
DNA 和 RNA) 和 无 序 区 域 之 间 有 密切 的 关系 ,而 蛋白 质 序 列 中 属于 无 序 区 的 残 基 可 通过 计算 的 方法 
预测 出 来 。 

4. 基于 模 体 的 方法 (motif-based approach) 


61 


62 


假定 一 组 蛋白 质 有 功能 X, 并 且 它们 都 有 模 体 站 ,而 蛋白 质 A 具有 模 体 了 ,那么 蛋白 质 A 的 功能 
就 可 能 与 X 有关。 这 种 方法 依赖 于 已 鉴别 的 序列 模 体 。Prosite (http :Wexpasy.org/prosite) 含有 上 于 个 
蛋白 质 家 族 特 异性 的 序列 模 体 。 而 ScanProsite 允许 扫描 一 个 蛋白 质 序列 , 从 而 发 现存 储 在 Prosite 中 
的 模 体 和 资料 (profile)。 

Prosite 数据 库 是 第 一 个 蛋白 质 序 列 二 次 数据 库 , 于 90 年 代 初期 开始 构建 , 现 由 瑞士 生物 信息 学 
研究 所 SIB 维护 。Prosite 数据 库 是 基于 对 蛋白 质 家 族 中 同 源 序列 多 重 序列 比 对 得 到 的 保守 性 区 域 , 这 
样 的 区 域 通常 与 生物 学 功能 有 关 , 例 如 酶 的 活性 位 点 、 配 体 或 金属 结合 位 点 等 。 因 此 ,Prosite 数据 库 
实际 上 是 蛋白 质 序列 功 能 位 点 数据 库 。 通 过 对 Prosite 数据 库 的 搜索 ,可 判断 该 序列 包含 什么 样 的 功 
能 位 点 ,从 而 推测 其 可 能 属于 哪 一 个 蛋白 质 家 族 。 

5. 基于 “连坐 ”(guilt-by-association) 的 功能 预测 

假定 蛋白 质 A 有 功能 X, 蛋 白质 B 经 常 与 蛋白 质 A 相 联 系 , 那 B 的 功能 就 可 能 与 X 相关 。 基 于 
连坐 的 功能 预测 是 一 种 非 同 源 性 途径 。 


科学 故事 一 一 种 多 功能 蛋白 质 的 发 现 

以 前 分 子 生 物 学 里 有 一 个 基本 观点 ,就 是 一 个 基因 决定 一 条 多 肽 链 ,而 一 条 多 肽 链 只 具有 一 种 特殊 
的 功能 。 但 参 着 分 子 克 隆 技术 的 发 展 , 越 来 越 多 已 知 活性 的 蛋白 质 及 其 基因 被 克隆 测序 和 比 对 。 在 对 许 
多 蛋白 质 进 行 结构 分 析 后 发 现 ,蛋白 质 结 构 与 活性 之 间 已 不 再 是 单纯 的 一 对 一 ”的 关系 了 。1987 年 , 芬 
兰 Oulu 大 学 的 Pihlajaniemi 在 研究 人 体 胶 原 蛋白 的 时 候 , 就 发 现 了 这 样 的 例外 。 

胶原 蛋白 是 人 体 中 含量 最 多 的 蛋白 质 ,其 二 级 结构 是 由 3 条 相同 的 多 肽 链 互相 缠绕 而 形成 的 三 股 螺 
旋 , 每 条 肽 链 上 含有 多 个 Gly 一 X 一 Y 重复 序列 ,其 中 X 位 置 主要 是 Pro,Y 位 置 主要 是 产 且 氨 酸 (Hyp)。 

胶原 蛋白 三 股 螺旋 结构 的 稳定 性 与 立 位 置 上 有 多 少 且 氨 酸 被 产 基 化 有 关 , 因 此 ,催化 Pre 羟基 化 的 
且 氮 酸 羟 化 酶 (proly1-4 hydroxylase) 是 决定 胶原 蛋白 稳定 性 的 一 个 十 分 重要 的 酶 。 痊 椎 动物 的 这 种 酶 是 
由 2 个 w 亚 基 和 2 个 B 亚 基 组 成 。w 亚 基 和 B 亚 基 分 别 由 不 同 的 基因 编码 。 不 论 w 或 B 亚 基 , 单 独 都 没 
有 活性 ,但 B 亚 基 的 单 克 隆 抗体 能 使 整个 梅 失 去 活性 ,而 只 有 a 和 亚 基 同 时 存在 的 时 候 , 酶 才能 与 它 的 
辅助 因子 一 一 抗坏血酸 结合 ,这 说 明 B 亚 基 的 确 是 表现 酶 活性 的 重要 组 成 部 分 。 但 奇怪 的 是 ,wa 及 B 亚 
基 在 细胞 内 的 表达 并 不 一 致 。B 亚 基 的 数量 远 远 高 于 a 亚 基 , 因 此 ,a 亚 基 合 成 后 立刻 会 与 B 亚 基 结 合 ， 
形成 有 活性 的 且 氨 酸 产 化 酶 ,而 留 下 许多 单独 存在 的 B 亚 基 。 那 么 单独 的 B 亚 基 会 有 其 他 的 功能 吧 ? 

既然 蛋白 质 的 一 级 结构 决定 蛋白 质 的 高 级 结构 ,而 蛋白 质 的 高 级 结构 又 决定 它 的 功能 ,那么 如 果 知 
道 了 一 种 蛋白 质 的 一 级 结构 ,就 不 仅 可 以 预测 和 解释 这 种 蛋白 质 的 高 级 结构 和 功能 ,同时 还 可 以 将 这 种 蛋 
白 与 其 他 已 知 功能 的 蛋白 质 进行 序列 比 对 ,从 而 有 可 能 发 现 新 的 功能 。Pihblajaniemi 在 得 到 且 氨 酸 产 化 酶 
B 亚 基 的 一 级 结构 以 后 , 便 将 它 的 氨基 酸 序列 输入 计算 机 ,在 互联 网 上 和 其 他 已 知 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 进 
行 比 对 。 出 乎 意料 的 是 ,她 发 现 人 类 且 氨 酸 产 化 酶 B 亚 基 的 氨基 酸 序列 有 94% 与 小 鼠 的 蛋白 质 二 硫化 物 
异 构 酶 (PDID 相同 。 她 用 纯化 的 B 亚 基 也 检测 到 亡 的 确 有 PDI 的 酶 活性 ,再 用 克隆 的 B 亚 基 的 cDNA 作 
探 针 , 发 现 人 类 细胞 中 只 有 一 个 基因 具有 类 似 的 碱 基 序 列 。 因 此 PDI 很 可 能 就 是 单独 的 且 氨 酸 产 化 酶 的 
B 亚 基 。 换 名 话说 ,一 个 基因 表达 出 来 的 蛋白 质 在 不 同 的 条 件 下 可 以 同时 具有 两 种 完全 不 同 的 酶 活性 。 

早 在 1963 年 PDI 就 在 鼠 肝 和 胰腺 组 织 中 被 发 现 , 其 主要 功能 是 催化 蛋白 质 上 二 硫 键 的 交换 反应 , 具 
有 和 较 广 的 底 物 特异 性 。PDI 在 体外 能 够 促进 被 变性 和 还 原 的 含有 二 硫 键 的 蛋白 质 重 获 活性 。 当 一 个 蛋白 
质 的 天 然 构象 遭 尿 素 破 坏 ,而 其 二 硫 键 也 被 还 原 剂 打破 以 后 , 若 要 恢复 这 个 蛋白 质 原来 正确 的 构象 ,不 仅 
要 除去 尿素 ,同时 还 要 让 二 硫 键 重新 形成 ,并 恢复 到 原来 正确 的 连接 ,PDI 就 可 以 加 速 这 个 “党 试 错误 ,发 
现 正确 ”的 过 程 。 但 PDI 在 体内 是 否 也 扮演 同样 的 角色 则 仍 是 未 知 数 。 有 了 这 个 后 知之 明 , 再 去 看 PDI 
在 体内 分 布 的 情形 ,发现 PDI 的 活性 主要 集中 在 内 质 网 ,这 很 容易 让 人 们 想起 它 可 能 在 分 谈 蛋 白 折合 过 


程 中 起 作用 ,因为 许多 分 泌 蛋 白 都 含有 二 硫 键 。 而 后 来 的 许多 研究 证 明 ,PDI 的 确 就 具有 这 种 功能 。 

那么 ,B 亚 基 的 功能 是 不 是 就 到 此 为 止 了 呢 ? 1991 年 ,Wetteran JR. 等 人 使 用 氨基 酸 序列 分 析 和 免 
疫 化 学 分 析 , 发 现 了 一 种 由 大 、 小 两 个 亚 基 组 成 的 微粒 体 甘 铀 三 酯 转移 蛋白 (microsmal triglyceride transfer 
protein,MTP) 的 小 亚 基 与 有 睛 氨 酸 产 化 酶 的 B 亚 基 一 模 一 样 。 但 MTP 的 PDI 酶 活性 仅 是 自由 PDI 的 十 
分 之 一 。 后 来 又 有 人 发 现 ,单独 的 B 亚 基 在 细胞 内 还 充当 甲状 取 素 结合 蛋白 (thyroid hormone binding 
Protein,THP)。 

迄今 为 止 , 已 经 发 现 了 许多 多 功能 蛋白 质 , 像 哺乳 动物 的 脂肪 酸 合 酶 居然 具有 7 种 酶 活性 ,外 加 一 种 
酰基 载体 蛋白 的 功能 。 多 功能 蛋白 质 的 存在 不 仅 可 以 提高 基因 的 编码 功能 ,还 可 能 有 利于 对 蛋白 质 的 活 
性 进行 调控 。 


推荐 网 址 : 本 章 小 结 填 填 看 
1. http :Wwww.rcsb.org/pdb/101/motm.do?momID=41( 内 有 Hb 的 PDB 格式 的 三 维 结构 ,有 助 于 理解 Hb 
的 结构 与 功能 ) 
2.http:/Wthemedicalbiochemistrypage.org/hemoglobin-myoglobin.html (医学 生物 化 学 课程 网 站 中 有 关 Mb 
和 Hb 的 内 容 ) 
3. http:/www.sbc.su.se/~maccallrthesis/nodes.html (隶属 于 瑞典 斯 德 哥 尔 摩 大 学 生物 信息 学 中 心 , 有 关 
蛋白 质 结构 与 功能 的 内 容 ) 
4. http:/Wen.wikipedia.org/wiki/Membrane_protein (维基 百科 关于 膜 蛋白 的 内 容 ) 
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人 第 四 章 和 蛋白质 的 性 质 、 分 类 及 研究 方法 


蛋白 质 是 由 氨基 酸 组 成 的 多 聚 物 , 因 此 所 具有 的 很 多 性 质 是 由 组 成 它 的 氨基 酸 残 基带 来 的 ,例如 
紫外 吸收 两 性 解 离 和 颜色 反应 等 。 但 作为 生物 大 分 子 的 蛋白 质 又 有 许多 特有 的 性 质 , 例 如 变性 、 复 
性 和 水 解 等 。 蛋 白质 的 特有 性 质 和 和 蛋白 质 之 间 在 性 质 上 的 差异 是 建立 蛋白 质 分 离 和 纯化 方法 的 基础 。 

本 章 将 主要 介绍 蛋白 质 的 理化 性 质 , 以 及 如 何 利用 这 些 性 质 对 和 蛋白质 进行 分 离 、 纯 化 ,并 对 和 蛋白 
质 的 分 类 以 及 一 些 研 究 方法 作 简 单 的 介绍 。 


第 一 入 ”蛋白质 的 理化 性 质 


蛋白 质 的 理化 性 质 主 要 包括 紫外 吸收 \ 两 性 解 离 、 胶 体 性 质 、 沉 淀 反应 、 变 性 ` 复 性 \ 水 解 和 颜 
色 反 应 等 。 

1. 紫外 吸收 

Trp、Tyr 和 Phe 三 种 芳香 族 氨基 酸 的 R 基 团 在 280 nm 波长 附近 有 最 大 的 紫外 吸收 , 绝 大 多 数 蛋 
白质 都 含有 它们 ,因而 也 会 有 紫外 吸收 现象 。 核 酸 也 有 紫外 吸收 ,但 最 大 吸收 峰 在 260 am。 因此 , 测 
定 280 nm 的 光 吸 收 是 对 蛋白 质 进 行 定性 和 定量 分 析 较 简捷 的 方法 。 

2. 两 性 解 离 

与 氨基 酸 、 寡 肽 和 多 肽 一 样 , 蛋 白质 也 能 发 生 两 性 解 离 , 具 有 pf。 和 蛋白 质 的 两 性 解 离 性 质 是 由 其 
表面 氨基 酸 残 基 可 解 离 的 R 基 团 以 及 肽 链 两 端 游离 的 氨基 或 羧基 造成 的 。 由 于 一 个 蛋白 质 分 子 含 有 
多 个 氨基 酸 残 基 , 其 解 离 情况 要 比 单个 氨基 酸 或 一 个 小 肽 复杂 得 多 ,并 且 各 个 可 解 离 基 团 的 pKa 究竟 
是 多 少 很 难 确定 ,因此 一 种 蛋白 质 的 p7 难以 直接 计算 ,一 般 使 用 等 电 聚 焦 或 等 电 点 沉淀 等 方法 进行 
测定 。 

不 同 蛋白 质 的 氨基 酸 组 成 不 同 ,因此 p7 会 不 一 样 。p7 不 同 的 蛋白 质 在 同一 pH 条 件 下 所 带 净 电 
荷 不 同 , 因 而 可 用 离子 交换 层 析 或 电泳 的 方法 对 它们 进行 分 离 和 纯化 。 如 果 和 蛋白 质 的 碱 性 氨基 酸 残 
基 较 多 , 则 pr 偏 碱 ;如 果 酸 性 氨基 酸 残 基 较 多 ,pr 偏 酸 。 而 酸 、 碱 氨基 酸 含量 相近 的 蛋白 质 的 pb7 大 
多 为 中 性 偏 酸 。 

3. 胶体 性 质 

可 溶性 蛋白 质 在 水 溶液 中 具有 电泳 ,布朗 运动 . 丁 达 尔 现象 和 不 能 通过 半 透 膜 等 典型 的 胶体 
性 质 。 

蛋白 质 之 所 以 能 以 稳定 的 胶体 形式 存在 ,是 因为 :四 蛋白质 分 子 大 小 已 达到 胶体 质点 范围 ,具有 
较 大 的 比 表 面积 。@ 蛋 白质 分 子 表面 有 许多 亲 水 基 团 ,这 些 基 团 能 够 与 水 分 子 形成 氢 键 ,因而 对 水 分 
子 有 高 度 的 亲 和 人 性 ,很 容易 吸附 水 分 子 , 形 成 水 化 膜 。 水 化 膜 的 存在 使 得 蛋白 质 颗 粒 彼此 难以 靠近 ， 
增加 了 蛋白质 在 溶液 中 的 稳定 性 ,防止 它们 从 溶液 中 聚集 或 沉淀 出 来 。@@ 同 一 种 蛋白 质 分 子 在 非 等 
电 状 态 时 带 有 同性 电荷 而 相互 排斥 ,不 会 聚集 沉淀 。 当 然 , 如 果 这 些 稳定 因素 被 破坏 ,蛋白 质 的 胶体 
性 质 就 会 被 破坏 ,从 而 发 生 沉淀 反应 。 

蛋白 质 的 胶体 性 质 具 有 重要 的 生理 意义 。 在 生物 体 中 ,蛋白 质 与 大 量 水 结合 构成 各 种 流动 性 不 同 
的 胶体 系统 。 实际 上 ,细胞 的 原生 质 就 是 一 种 复杂 的 胶体 系统 ,体内 的 许多 代谢 反应 就 在 此 系统 中 进行 。 

4. 沉淀 反应 


凡是 能 破坏 水 化 膜 和 /或 能 中 和 表面 电荷 的 物质 均 会 导致 溶液 中 的 蛋白 质 发 生 沉淀 。 导 致 蛋白 
质 发 生 沉淀 的 因素 有 : 既 破 坏 水 化 膜 又 中 和 电荷 的 中 性 盐 . 中 和 电荷 的 等 电 点 pH 破坏 水 化 膜 的 有 机 
溶剂 .中 和 电荷 的 生物 碱 等 。 不 导致 蛋白 质变 性 的 沉淀 方法 经 常用 于 蛋白质 的 分 离 、 纯 化 ,主要 包括 
以 下 几 种 : 

(GD) 盐 析 在 蛋白 质 溶液 中 加 入 一 定量 的 中 性 盐 , 可 使 蛋白 质 溶解 度 降低 并 沉淀 析出 的 现象 称 
为 盐 析 (salting out)。 发 生 盐 析 的 原因 是 盐 在 水 中 解 离 后 ,与 蛋白 质 争夺 水 分 子 , 破 坏 了 和 蛋白质 颗粒 表 
面 的 水 化 膜 。 另 外 ,离子 可 大 量 中 和 和 蛋白 质 表 面 上 的 电荷 ,使 蛋白 质 成 为 既 不 含水 化 膜 又 不 带电 荷 的 
颗粒 而 聚集 沉淀 。 盐 析 时 所 需 的 盐 浓度 称 为 盐 析 浓度 ,一 般 用 饱和 百分比 表示 。 不 同 蛋白 质 的 分 子 
大 小 及 带电 状况 各 不 相同 , 盐 析 所 需 的 盐 浓度 也 不 尽 相 同 。 因 此 ,可 以 通过 调节 盐 浓度 ,使 混合 液 中 
不 同 的 蛋白 质 分 别 沉 淀 析出 ,从 而 达到 分 离 的 目的 ,这 种 方法 称 为 分 段 盐 析 。 硫 酸 贸 是 盐 析 中 最 常用 
的 中 性 盐 。 

有 时 ,在 蛋白 质 溶液 中 加 入 的 中 性 盐 的 浓度 较 低 时 ,蛋白 质 溶解 度 不 降 反 增 ,这 种 现象 称 为 盐 溶 
(salting in)。 产 生 盐 溶 现象 的 原因 是 蛋白 质 颗 粒 上 吸附 某 种 无 机 盐 离 子 后 ,蛋白 质 颗粒 带 同 种 电荷 而 
相互 排斥 ,同时 与 水 分 子 的 作用 得 到 加 强 , 从 而 导致 溶解 度 提 高 。 

(2) pb 沉淀， 当 蛋 白质 溶 液 处 于 p7 时 ,蛋白 质 分 子 主要 以 两 性 离子 形式 存在 , 净 电 荷 为 零 。 此 时 
蛋白 质 分 子 失 去 同 种 电荷 的 排斥 作用 ,很 容易 聚集 而 发 生 沉淀 ,这 种 沉淀 蛋白 质 的 方法 叫 p7 沉淀 。p7 
沉淀 既 可 用 来 分 离 蛋白 质 , 也 可 以 用 来 粗略 测定 某 种 蛋白 质 的 p1。 

(3) 有 机 溶剂 引起 的 沉淀 ” 某 些 与 水 互 溶 的 有 机 溶剂 (如 甲醇 .乙醇 \ 丙 酮 等 ) 可 使 蛋白 质 产 生 沉 
淀 , 是 因为 这 些 有 机 溶剂 和 水 的 亲和力 大 ,能 破坏 蛋白 质 表 面 的 水 化 膜 ,从 而 使 蛋白 质 的 溶解 度 降 低 。 
此 法 也 可 用 于 蛋白 质 的 分 离 .纯化 。 

(4) 重金 属 盐 作 用 造成 的 沉淀 ” 当 蛋 白质 浴 液 的 pH 大 于 其 bp/ 时, 蛋白质 带 负电 荷 ,这 时 如 果 遇 
到 重金 属 ,会 与 重金 属 离子 结合 形成 不 溶性 的 蛋白 盐 而 沉淀 。 由 于 重金 属 的 作用 通常 会 使 蛋白 质 失 
活 , 因 此 很 少 用 它 来 纯化 蛋白 质 。 

5. 蛋白 质变 性 

和 蛋白 质变 性 是 指 蛋 白质 受到 某 些 理化 因素 的 作用 ,其 高 级 结构 受到 破坏 (去 折 友 人 生物 活性 随 之 
部 分 或 全 部 丧失 的 现象 。 

蛋白 质变 性 理论 最 早 于 1931 年 由 北京 协和 医学 院 生 化 学 家 吴 宪 提出 :天然 蛋白 质 之 分 子 , 因 环 
境 种 种 之 关系 ,从 有 程序 而 坚 密 之 构造 , 变 为 无 程序 而 散漫 之 构造 ,是 为 变性 作用 。?" 和 蛋白质 的 构象 直 
接 决 定 其 功能 , 某 些 外 界 因素 改变 了 和 蛋白 质 的 独特 构象 ,因而 发 生变 性 。 和 蛋白 质 之 所 以 容易 发 生变 性 ， 
是 因为 维持 蛋白 质 高 级 结构 的 作用 力主 要 是 次 级 键 。 当 维系 蛋白 质 高 级 结构 的 次 级 键 受 到 严重 破坏 
时 ,蛋白 质 必然 发 生变 性 。 

蛋白 质 的 变性 与 水 解 是 不 同 的 。 蛋 白质 变性 后 一 级 结构 没有 发 生 任何 变化 ,只 是 高 级 结构 发 生 
了 变化 ,而 水 解 则 导致 了 肽 键 的 断裂 。 

导致 蛋白 质变 性 的 物理 因素 有 加 热 , 加 压 、 机 械 作用 (如 搅拌 、 振 功 ) 表 面 张力 ,超声波 和 辐射 等 ; 
化 学 因素 包括 强酸 、 强 碱 、 高 浓度 盐 .重金 属 盐 ,疏水 分 子 、. 尿 素 和 有 机 溶剂 (如 乙醇 和 氯仿 ) 等 。 

下 水 分 子 通过 扰乱 蛋白 质 分 子 内 的 疏水 作用 而 导致 变性 。 例 如 ,长 链 脂肪 酸 的 碳 氢 链 不 仅 能 与 
蛋白 质 芷 水 口袋 非特 异性 结合 ,还 能 破坏 蛋白 质 分 子 内 部 的 疏水 作用 ,从 而 抑制 多 种 酶 的 活性 。 为 了 
防止 这 种 情况 在 细胞 内 发 生 , 体 内 的 长 链 脂肪 酸 和 其 他 高 度 玻 水 性 分 子 都 有 专门 的 结合 蛋白 与 之 


结合 。 


蛋白 质变 性 是 一 个 复杂 的 过 程 ,其 中 可 能 会 出 现 一 些 不 稳定 的 中 间 物 。 少 数 蛋白 质 的 变性 是 可 
逆 的 , 即 在 特定 的 条 件 下 (变性 因素 解除 以 后 ) 可 以 恢复 到 原来 的 构象 ,其 生物 活性 也 随 之 恢复 ,这 就 
是 蛋白 质 的 复 性 。 但 大 多 数 蛋 白质 的 变性 是 不 可 逆 的 。 例 如 , 煮 熟 的 鸡蛋 即便 冷却 也 绝对 不 会 再 变 





为 什么 盐 析 实 验 党 
用 硫酸 铵 ,而 不 是 氧化 钠 或 毛 
化 钾 ? 


为 什么 重金 属 会 导 
致 蛋白 质 失 活 ? 
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你 如 何 使 用 温度 敏 
感 型 突变 体 来 确定 一 种 蛋白 


质 的 功能 ? 


一 级 结构 为 WDNA 


的 四 肽 完全 酸 水 解 的 产物 是 


什么 ? 


蛋白 质 的 各 种 颜色 


反应 
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回 原来 的 生 鸡 蛋 。 

蛋白 质变 性 以 后 ,其 理化 性 质 也 发 生 一 系列 的 变化 。 这 些 变化 可 以 作为 检测 蛋白 质变 性 的 指标 。 
主要 的 变化 包括 以 下 几 点 :@ 深 解 度 降 低 。 这 是 因为 变性 导致 蛋白 质 内 部 的 下 水 基 团 外 露 。 但 变性 
蛋白 质 不 一 定 都 沉降 ,而 沉降 出 的 蛋白 质 也 不 一 定 变性 。@) 黏 度 增加 。 这 是 因为 蛋白 质变 性 以 后 , 肽 
链 变 得 更 加 伸张 ,使 长 宽 比 提高 。@@ 生 物 活性 丧失 。 例 如 , 酶 变性 后 丧失 催化 功能 ,这 是 蛋白 质变 性 
最 重要 的 标志 。@ 更 容易 被 水 解 。 这 是 因为 多 肽 链 构象 变 得 更 为 松散 和 伸展 , 肽 键 更 容易 受到 酸 、 碱 
或 蛋白 酶 的 作用 。 例 如 ,胃酸 除了 能 让 微生物 体内 的 蛋白 质变 性 ,从 而 杀 死 微生物 以 外 ,还 能 让 食物 
中 的 蛋白 质变 性 ,以 利于 消化 道内 各 种 蛋白 酶 对 蛋白 质 的 消化 。@ 结 唱 行 为 发 生变 化 ,通常 是 让 蛋白 
质 丧 失 结 晶 能 力 。 

蛋白 质 的 折 丢 状态 与 去 折 释 状态 的 能 量 差异 比较 小 ,因此 有 时 仅仅 一 个 点 突变 就 能 显著 改变 一 
种 蛋白 质 对 热 的 稳定 性 。 蛋 白质 的 温度 敏感 型 突变 体 (temperature sensitive mutant) 更 容易 发 生 热 变性 ， 
而 使 用 这 样 的 突变 体 可 以 帮助 鉴定 某 些 蛋白 质 在 细胞 内 的 功能 。 

某 些 蛋 白质 经 突变 以 后 热 稳定 性 可 能 会 提高 。 另 外 ,从 一 些 生存 在 极端 环境 中 (如 嗜 热 . 嗜 酸 . 哮 
碱 . 嗜 盐 . 嗜 高 压 等 ) 的 微生物 体内 得 到 的 蛋白 质 往往 能 够 抵抗 极端 因素 的 作用 。 例 如 ,从 一 种 嗜 热 菌 
中 提取 出 的 DNA 聚合 酶 能 抵抗 100% 的 高 温 ,在 72% 时 其 活性 最 高 ,该 酶 现在 已 被 广泛 用 于 聚 合 酶 
链 式 反 应 (polymerase chain reaction,PCR)。 这 些 蛋 白质 之 所 以 能 够 抵抗 极端 因素 作用 ,是 因为 在 它们 
的 高 级 结构 中 含有 更 多 的 次 级 键 。 

蛋白 质变 性 在 现实 生活 中 具有 重要 意义 。 在 临床 上 或 工作 中 经 常 使 用 加 热 酒精 、 紫 外 线 等 来 消 
毒 . 杀 菌 ,实际 上 就 是 使 病毒 和 细菌 的 蛋白 质变 性 而 使 其 失去 致 病 性 和 繁殖 能 力 。 在 急救 重金 属 盐 中 
毒 时 也 常常 利用 这 一 特性 。 例 如 ,未 中 毒 时 ,早期 可 以 服用 大 量 富 含 蛋白 质 的 乳 制品 或 鸡蛋 清 ,以 使 
摄 和 人 的 蛋白 质 在 消化 道 与 示 盐 结合 ,形成 变性 的 不 溶 物 ,从 而 阻止 有 毒 的 汞 离子 被 消化 道 吸 收 进入 人 
体 ,然后 再 通过 洗 胃 等 方法 将 不 溶 物 洗 出 。 

6. 蛋白 质 的 水 解 

蛋白 质 在 强酸 、 强 碱 或 蛋白 酶 的 催化 下 均 能 够 发 生 水 解 。 但 需要 注意 的 是 , 酸 水 解 会 破坏 几 种 氨 
基 酸 ,特别 是 Trp 几乎 全 部 被 破坏 ,其 次 是 3 种 羟基 氨基 酸 (Ser,Thr,Tyr)。 另 外 ,Gln 和 Asn 在 酸性 条 
件 下 ,容易 水 解 成 Clu 和 Asp。 酸 水 解 常用 硫酸 或 盐酸 ,使 用 最 广泛 的 是 盐酸 ; 碱 水 解 会 导致 多 数 氨 基 
酸 遭 到 不 同 程度 的 破坏 , 且 产 生 消 旋 现象 racemization), 但 不 会 破坏 Tip; 酶 水 解 效率 高 ,不 产生 消 旋 作 
用 ,也 不 破坏 氨基 酸 ,但 不 同 的 蛋白 酶 对 肽 键 特异 性 不 一 样 , 因 此 ,由 一 种 酶 水 解 获得 的 通常 是 蛋白 质 的 
部 分 水 解 产物 。 

根据 被 水 解 肽 键 的 位 置 ,蛋白 酶 可 以 分 为 只 能 水 解 肽 链 内 部 肽 键 的 内 切 蛋 白 酶 和 专门 水 解 肽 链 
末端 肽 键 的 外 切 蛋白 酶 。 外 切 蛋 白 酶 又 可 以 分 为 专门 水 解 N 端 肽 键 的 氨 肽 酶 (aminopeptidase) 和 专门 
水 解 C 端 肽 键 的 羧 肽 酶 (carboxypeptidase)。 

7. 和 蛋白质 的 颜色 反应 

蛋白 质 分 子 中 的 肽 键 或 某 些 氨基 酸 的 R 基 团 ,可 与 某 些 试剂 产生 颜色 反应 ,这 些 颜 色 反应 经 常 被 
用 来 对 蛋白 质 进 行 定性 和 /或 定量 分 析 。 

目前 常用 的 蛋白 质 定量 法 ,如 双 缩 腺 法 、 福 林 - 酚 试 剂 法 . 考 马 氏 亮 蓝 法 等 都 是 利用 了 蛋白质 的 
颜色 反应 。 此 外 ,还 有 黄色 反应 、, 米 伦 氏 反应 、 乙 醛 酸 反应 、 坂 口 反应 和 醋酸 铅 反应 等 。 其 中 , 双 缩 腺 
法 是 基于 蛋白 质 分 子 中 的 肽 键 , 凡 具 有 两 个 以 上 肽 键 的 肽 均 能 发 生 此 反应 ,该 方法 受 蛋白 质 特异 氮 

基 酸 组 成 的 影响 较 小 ,适用 于 毫克 级 蛋白 质 的 测定 ; 福 林 - 酚 试 剂 法 即 所 谓 的 Lowry 法 ,灵敏 度 高 ,但 

如 果 样 品 和 标准 蛋白 质 的 芳香 族 氨基 酸 差 异 较 大 时 ,会 有 较 大 的 系统 误差 ; 考 马 氏 亮 蓝 G-250 法 即 
Bradford 法 ,操作 简单 ,灵敏 度 高 
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第 二 节 ”和 蛋白质 一 级 结构 的 测定 


蛋白 质 一 级 结构 测定 是 研究 蛋白 质 其 他 层次 的 结构 和 蛋白质 功能 的 基础 。 测 定 蛋 白质 一 级 结构 
的 方法 有 直接 测定 法 和 间接 测定 法 。 


一 、 间 接 测定 法 

间接 测定 法 是 先 得 到 某 一 种 蛋白 质 基 因 的 核 背 酸 序列 ,然后 根据 通用 的 遗传 密码 表 间 接 推导 出 
由 其 决定 的 氨基 酸 序列 。 

如 果 是 原核 生物 ,可 先 直 接 从 它 的 基因 组 DNA (genomic DNA) 中 得 到 目标 蛋白 的 基因 ,然后 测定 
基因 的 碱 基 序列 , 找 出 可 读 框 (open reading frame,ORF), 最 后 根据 遗传 密码 反 推 出 氨基 酸 序列 ;如 果 是 
真 核 生物 ,可 以 先 得 到 目标 蛋白 的 cDNA ,然后 测定 cDNA 的 碱 基 序列 , 找 出 ORF, 最 后 同样 根据 遗传 
密码 反 推 出 氨基 酸 序列 。 真 核 生 物 一 般 难以 直接 从 基因 组 DNA 得 到 基因 序列 来 推断 其 决定 的 氨基 
酸 序列 ,因为 真 核 生 物 的 蛋白 质 基 因 内 部 大 多 含有 不 决定 任何 氨基 酸 序列 的 内 含 子 (intron) (参看 第 
三 十 七 章 “转录 后 加 工 ”) 

间接 测定 法 的 优点 是 快速 ,不 需要 纯化 蛋白 质 ,与 直接 测定 多 肽 链 的 氨基 酸 序列 相 比 ,测定 DNA 
的 碱 基 序 列 要 容易 得 多 。 但 其 缺点 是 ,无 法 确定 经 后 加 工 的 蛋白 质 的 最 终 序 列 ,无 法 确定 修饰 的 氨基 
酸 ,也 得 不 到 任何 二 硫 键 的 信息 。 

间接 测定 法 对 含量 低 ` 不 容易 纯化 的 蛋白 质 很 有 用 。 许 多 难以 纯化 的 膜 内 在 蛋白 都 是 用 这 种 方 
法 最 先 得 到 它们 的 一 级 结构 的 。 另 外 ,对 于 一 些 未 知 的 蛋白 质 ,间接 测定 法 也 很 有 用 。 例 如 ,人 们 本 
来 并 不 知道 有 神经 珠 蛋 白 的 存在 ,更 不 知道 它 只 在 脑 和 视网膜 中 表达 。 但 在 分 析 脑 cDNA 库 序列 的 时 
候 , 发 现 其 中 的 一 种 eDNA 似乎 编码 一 种 与 Mb 相似 的 蛋白 质 。 在 使 用 这 种 eDNA 制作 的 探 针对 脑 细 
胞 进行 检测 以 后 ,证 明了 脑 细胞 的 确 能 表达 神经 珠 蛋 白 的 mRNA。 


二 、 直 接 测 定 法 

直接 测定 法 前 后 需要 9 大 步 ,依次 是 : 

1. 纯化 目标 蛋白 

纯度 应 在 97% 以 上 (蛋白 质 纯 化 和 纯度 鉴定 见 本 章 第 三 节 )。 

2. 拆 分 肽 链 

如 果 目 标 蛋 白 含有 2 条 或 2 条 以 上 不 同 的 肽 链 , 必须 先进 行 拆 分 ,然后 纯化 出 各 条 单 链 ,再 进入 
下 一 步 ,分 别 测定 各 条 肽 链 的 序列 。 

多 亚 基 蛋 白 中 亚 基 之 间 通 常 以 次 级 键 相 连 , 因 此 在 受到 极端 pH\8molL 尿素 .8mol/L 盐酸 县 
(guanidinium hydrochloride) 或 者 高 浓度 盐 的 作用 时 ,一 般 就 能 发 生 解 聚 。 一 旦 解 聚 ,可 根据 大 小 或 电荷 
的 差异 将 它们 彼此 分 离 。 有 时 , 亚 基 之 间 通 过 二 硫 键 相连 ,这 时 需要 利用 下 面 的 方法 切 开 二 硫 键 以 后 ， 
再 进行 分 离 。 

3. 打破 二 硫 键 

有 许多 方法 可 用 来 切 开 二 硫 键 。Anfinsen 曾经 使 用 琉 基 乙醇 将 胰 核 糖 核酸 酶 的 链 内 二 硫 键 
还 原 , 使 其 破坏 。 这 种 方法 也 适用 于 亚 基 之 间 的 链 间 二 硫 键 。 另 外 也 可 以 用 还 原型 的 二 硫 苏 糖 醇 
(dithiothreitol,DTT) 代替 琉 基 乙 醇 来 还 原 二 硫 键 。 在 利用 这 两 种 还 原 剂 来 打破 二 硫 键 的 同时 ,还 需要 
使 用 碘 代 乙 酸 (iodoacetate) 或 )- 溴 代 丙 胺 (?-bromopropylamine) 将 还 原 出 来 的 统 基 再 氧化 ,以 防止 它 
们 重新 形成 二 硫 键 (图 4-1)。 

另 一 种 切 开 二 硫 键 的 方法 是 使 用 过 甲酸 (performic acid) 直接 氧化 二 硫 键 ,将 本 来 通过 二 硫 键 相 连 
的 Cys 残 基 氧 化 成 磺 酸 基 Cys。 带 负电 荷 的 磺 酸 基 之 间 的 静电 排斥 可 阻止 二 硫 键 重新 形成 。 


Re 
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4-1 蛋白 质 二 硫 键 的 还 原 (1,2) 和 玉 基 的 化 学 保护 (3,4) 

4. 分 析 各 单 链 的 氨基 酸 组 成 

测定 蛋白 质 完全 水 解 的 产物 可 得 到 肽 链 的 氨基 酸 组 成 。 和 蛋白 质 的 酸 水 解 通常 是 将 样品 与 6mol/ 
L HCI 一 起 放 在 密封 的 玻璃 小 瓶 中 ,在 110%C 下 放置 24.48 或 72 h。 在 酸 水 解 条件 下 ,Trp 几乎 完全 被 
破坏 ,因此 它 的 含量 需要 用 其 他 方法 单独 确定 。 尽 管 羟基 氨基 酸 在 酸 水 解 条 件 下 也 会 被 破坏 ,但 被 破 
坏 的 速率 较 慢 ,因此 可 以 将 在 3 个 时 间 段 (24.48、.72 h) 得 到 的 数据 (3 种 羟基 氨基 酸 各 自 的 含量 ) 回 推 
到 零 时 段 , 从 而 还 原 出 它们 原来 的 含量 。 酸 水 解 下 释放 出 来 的 贸 可 用 来 估计 和 蛋白质 样品 中 Asn 和 Gln 
的 总 含量 ,但 无 法 得 到 Asn 和 Gln 各 自 的 含量 。 于 是 ,原来 的 Asp 和 Glu 的 含量 也 无 法 测 出 。 因 此 ， 
通常 用 Asx 表示 Asp+Asn,GClx 表示 Glu+Gln。 

反应 结束 以 后 ,将 反应 混合 物 上 柱 分 离 。 使 用 的 分 离 方法 可 以 是 离子 交换 层 析 , 也 可 以 是 反 相 
HPLC。 如 果 使 用 离子 交换 层 析 , 则 将 洗 脱出 来 的 氨基 酸 与 划 三 酮 反应 进行 定量 分 析 ; 如 果 是 反 相 
HPLC ,需要 将 氨基 酸 在 上 柱 之 前 与 Edman 试剂 反应 ,使 其 转变 成 PTH- 氨基 酸 。 无 论 是 哪 一 种 分 离 
手段 ,现在 都 与 定量 反应 一 起 完全 实现 了 自动 化 ,在 专门 的 氨基 酸 分 析 仪 中 (amino acid analyzer) 进 
行 (图 4-2)。 一 个 3x 10 的 蛋白 质 通过 自动 分 析 仪 只 需要 不 到 1 h 的 时 间 ,需要 的 蛋白 质 样 品 量 仅 
6Lg(0.2 nmol) 就 足 已 。 

氨基 酸 的 组 成 分 析 并 不 能 直接 给 出 一 个 多 肽 的 每 一 种 氨基 酸 残 基 的 数目 ,但 能 给 出 各 种 氨基 酸 


残 基 之 间 的 相对 比例 。 如 果 和 蛋白 质 
的 大 小 和 样品 中 蛋白 质 的 精确 含量 
也 能 够 确定 ,那么 蛋白 质 分 子 中 氨基 
酸 的 摩尔 比 就 可 以 计算 出 来 ,在 此 基 
础 上 ,就 可 以 预测 出 特定 蛋白 酶 的 切 
点 或 CNBr 切 点 的 数目 (参看 第 6 步 )。 

5. 末端 氮 基 酸 残 基 的 鉴定 

先 测定 蛋白 质 末 端的 氨基 酸 ,可 
以 搞 清 楚 目标 蛋白 有 几 个 末端 ,进而 
有 可 能 推断 出 它 有 几 条 肽 链 。 如 果 
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一 个 蛋白 质 由 2 条 或 2 条 以 上 的 肽 
加 ae 链 组 成 ,那么 测定 出 的 N 端 或 C 端 
丰 勾 的 结 
we 氨基 酸 很 可 能 不 止 一 种 。 但 如 果 用 


常规 的 方法 测定 不 出 一 种 蛋白 质 的 N 端 或 C 端 氨基 酸 , 那 很 可 能 是 因为 N 端 氨基 或 C 端 涛 基 被 一 些 
特殊 的 基 团 封闭 住 了 。 这 时 就 需要 用 一 些 特殊 的 试剂 来 解除 封闭 。 

关于 N 端 氨基 酸 测定 的 方法 在 氨基 酸化 学 反应 中 已 有 介绍 (使 用 Edman 试剂 或 Sanger 试剂 ), 这 
里 只 描述 C 端 氨基 酸 残 基 的 测定 。 

C 端 氨基 酸 的 测定 有 两 种 方法 :一 种 是 酶 法 , 另 一 种 是 化 学 法 。 酶 法 测定 使 用 羧 肽 酶 。 有 4 种 羧 
肽 酶 可 供 选 择 , 即 羧 肽 酶 A.B、`C 和 Y, 它 们 的 特异 性 参看 表 4-1。 羧 肽 酶 可 以 连续 地 从 C 端 释放 出 氮 
基 酸 ,直至 遇 到 它 不 能 水 解 的 氨基 酸 。 显 然 , 越 靠 近 C 端的 氨基 酸 残 基 释 放 的 速率 越 快 ,利用 这 一 点 
就 可 将 C 端 氨基 酸 残 基 与 其 他 氨基 酸 残 基 区 分 开 来 。 目 前 已 有 人 将 羧 肽 酶 Y 进行 改造 ,使 之 能 够 像 
Edman 降解 一 样 ,从 C 端 向 N 端 连续 测定 肽 段 的 氨基 酸 序列 。 


喧 表 4-1 四 种 羚 肽 酶 的 来 源 和 特异 性 








羧 肽 酶 来 源 特异 性 
A 牛 胰腺 C 端 除 RK 和 了 以 外 的 氨基 酸 ,但 相 邻 的 N 端 氨基 酸 不 可 以 是 P 
B 牛 胰腺 C 端 只 能 是 R 和 ,但 相 邻 的 N 端 氨基 酸 不 可 以 是 了 
C 柑橘 叶 C 端 可 以 是 任何 氨基 酸 , 最 适 pH 为 3.3 
亚 酵母 C 端 可 以 是 任何 氨基 酸 , 但 如 果 是 G, 水 解 速率 较 慢 


化 学 法 又 分 为 还 原 法 和 脐 解 法 (hydrazinolysis)。 还 原 法 使 用 硼 氢 化 钠 将 C 端 氨基 酸 残 基 转变 成 
氨基 醇 ,从 而 能 够 将 它 与 其 他 氨基 酸 区 别 开 来 ; 肝 解 法 使 用 无 水 脐 (hydrazine) 在 90% 下 处 理 蛋 白质 近 
20~100 h ,这样 的 处 理 切 开 了 和 蛋白 质 分 子 上 所 有 的 肽 键 ,产生 氨 脂 酰 腓 (amino-acyl hydrazide), 唯 独 C 
端 氨基 酸 以 游离 的 形式 出 现 ( 图 4-3)。 通 过 比较 肝 解 产物 与 标准 氨基 酸 的 层 析 行为 ,可 以 确定 出 C 端 
氨基 酸 ( 其 层 析 行 为 不 变 )。 由 于 高 比例 的 腓 能 诱导 副 反 应 ,这 种 方法 一 般 只 用 于 末端 抵抗 痊 肽 酶 水 解 
的 肽 。 

6. 将 肽 链 切 成 小 的 片段 ,再 测定 各 小 片段 的 氨基 酸 序列 

Edman 降解 能 重复 多 次 , 且 产 率 很 高 ,但 其 应 用 仍然 有 限制 :通常 获得 20~30 个 氨基 酸 序列 没 
有 问题 ,但 要 获得 50 个 氨基 酸 以 上 的 序列 就 很 困难 了 ! 这 是 因为 在 每 一 轮 循环 中 ,PITC 不 可 能 与 
1009% 的 N 端 残 基 起 反应 ,因而 在 多 轮 循环 以 后 ,错误 会 越 来 越 多 , 那 时 就 难以 得 到 准确 而 有 意义 的 
序列 信息 了 。 

许多 肽 链 的 长 度 在 50 个 氨基 酸 以 上 ,因而 在 对 它们 进行 Edman 降解 之 前 ,需要 将 长 的 肽 链 进行 
特异 性 地 切割 ,以 产生 长 度 低 于 20~30 个 氨基 酸 的 肽 段 。 





AKGRPA 经 羧 肽 
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蛋白 酶 特异 性 的 比较 


ES》C 端 降解 
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余 4-3 和 氢 基 酸 的 肝 解 反应 


特异 性 切割 多 肽 链 的 方法 有 酶 法 和 化 学 法 。 酶 法 使 用 的 是 具有 一 定 特异 性 的 蛋白 酶 ,这 些 和 蛋白 
酶 对 形成 肽 键 的 氨基 酸 残 基 的 R 基 团 有 不 同 的 要 求 ,例如 , 胰 和 蛋白酶 只 水 解 由 Arg 或 Lys 提供 羧基 的 
肽 键 。 化 学 法 则 使 用 特异 的 化 学 试剂 切 开 肽 键 , 但 有 的 试剂 对 肽 键 无 选择 性 ,如 酸 水 解 或 碱 水 解 ,这 
样 的 试剂 对 肽 链 进行 随机 切割 ,用 途 不 大 。 而 能 派 上 用 场 的 一 般 是 对 肽 键 具有 一 定 选 择 性 的 化 学 试 
剂 。 例 如 ,省 化 氰 (CNBr) 专门 切割 Met 残 基 提 供 羧 基 的 肽 键 。 再 如 , 叛 胺 (hydroxylamine) 在 pH 9 时 
选择 性 切割 Asn-Gly 之 间 的 肽 键 , 而 在 温和 的 酸性 条 件 下 ,只 切割 Asp-Pro 之 间 的 肽 键 。 

无 论 是 酶 法 还 是 化 学 法 ,切割 后 的 产物 都 需要 进行 分 离 纯化。 分 离 后 得 到 的 每 一 种 肽 段 还 要 单独 
进行 氨基 酸 组 成 分 析 ,未 端 氨基 酸 测定 和 全 序列 测定 ,以 积累 重建 一 个 蛋白 质 全 序列 所 必要 的 信息 。 

测定 肽 段 序列 的 方法 有 Edman 降解 和 质谱 。 关 于 Edman 降解 可 参看 第 一 章 第 二 节 “* 与 PITC 有 
关 的 反应 ”。 质 谱 的 基本 原理 是 : 待 测 样品 在 特定 的 条 件 下 可 转变 为 高 速 运动 的 离子 。 这 些 离子 根据 
质 荷 比 ( 质 量 与 电荷 之 比 ) 的 不 同 在 静电 场 和 磁场 的 作用 下 得 到 分 离 ,使 用 特定 的 检测 器 可 记录 各 种 
离子 的 相对 强度 并 形成 质谱 图 。 根 据 质谱 图 ,不 仅 可 以 确定 分 子 的 结构 .大 小 ,还 可 测定 蛋白 质 的 所 
基 酸 序列 。 

除了 Edman 降解 和 质谱 以 外 ,还 有 一 种 从 肽 段 C 端 进行 降解 而 获得 序列 的 方法 。 这 种 方法 是 对 
Edman 降解 测序 很 有 用 的 补充 ,特别 是 在 遇 到 N 端 氨基 被 封闭 而 无 法 直接 进行 Edman 降解 的 时 候 。 
此 外 ,C 端 测序 得 出 的 信息 还 有 助 于 对 蛋白 质 翻译 后 C 端 剪 切 位 点 的 鉴定 .基因 序列 的 验证 和 重组 
DNA 技术 中 寡 聚 核 苷 酸 探 针 的 设计 。 

7. 选择 不 同 的 切 点 ,重复 步骤 6 

8. 根据 片段 重 和 法 ,推断 出 肽 链 的 全 序列 

在 得 到 通过 两 种 或 两 种 以 上 切割 方法 产生 的 所 有 肽 段 的 氨基 酸 序 列 以 后 ,下 一 步 要 做 的 工作 就 
是 将 各 片段 的 序列 放 在 一 起 进行 比较 , 找 出 部 分 重 私 的 序列 ,在 此 基础 上 重建 一 种 蛋白 质 完整 的 一 级 
结构 (图 4-4)。 

9. 二 硫 键 的 定位 

如 果 一 种 蛋白 质 分 子 含 有 二 硫 键 , 则 还 需要 对 二 硫 键 进行 准确 定位 。 对 二 硫 键 定位 的 基本 步骤 
是 :保留 目标 蛋白 上 的 二 硫 键 ,直接 用 一 种 蛋白 酶 水 解 ; 找 出 含有 二 硫 键 的 肽 段 以 后 ,再 用 前 面 叙述 的 
方法 将 二 硫 键 拆 开 ,分 别 测定 两 个 肽 段 的 顺序 ;在 将 它们 的 顺序 与 已 测 出 的 蛋白 质 一 级 结构 进行 比较 
以 后 ,就 能 确定 相应 的 二 硫 键 位 置 。 因 此 ,“ 挑 出 ”含有 二 硫 键 的 肽 段 成 为 确定 二 硫 键 位 置 的 关键 。 

寻找 含有 二 硫 键 肽 段 的 最 佳 方法 是 对 角 线 电泳 (diagonal electrophoresis)。 按 照 图 4-5 所 示 进 行 操 
作 , 先 将 蛋白 质 部 分 水 解 物 样品 弥散 地 点 在 滤纸 的 一 端 ,并 开始 进行 第 一 向 电泳 。 电 泳 结 束 以 后 ,将 
样品 条 剪 下 , 置 于 装 有 过 甲酸 的 器 四 中 ,用 过 甲酸 蒸气 处 理 2 h, 使 二 硫 键 断裂 ,此 时 含有 二 硫 键 肽 段 
的 静电 荷 发 生 了 改变 (负电 荷 增加 )。 然 后 ,将 滤纸 条 附着 于 另 一 张 新 的 滤纸 上 ,进行 第 二 向 电泳 ,电泳 
条 件 与 第 一 向 完全 相同 ,只 是 与 第 一 次 的 方向 成 直角 。 在 第 二 向 电泳 中 ,那些 不 含有 二 硫 键 的 肽 段 电 
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4-4 多肽 序列 分 析 实 例 (Nelson 等 ,2008) 


重建 全 序列 





其 电泳 速率 就 与 第 一 向 不 同 ,从 而 导致 这 些 肽 斑 偏 离 对 角 线 。 肽 斑 可 用 节 三 酮 显示 。 


第 三 节 和 蛋白质 的 分 离 .纯化 和 分 析 


蛋白 质 的 分 离 和 纯化 不 仅 有 助 于 研究 蛋白 质 本 身 的 结构 和 功能 ,还 有 助 于 研究 其 基因 的 结构 与 
功能 。 同 时 ,对 于 具有 工业 或 药 用 价值 的 蛋白 质 也 需要 得 到 它们 的 纯 品 。 例 如 ,如 果 无 法 直接 得 到 一 
种 蛋白 质 的 基因 ,那么 通过 纯化 蛋白 质 ,就 可 以 测定 出 它 的 一 部 分 氨基 酸 序 列 , 然 后 根据 遗传 密码 表 
设计 和 制作 核酸 探 针 ,去 " 钓 " 出 它 的 基因 。 或 者 以 纯化 的 蛋白 质 免疫 动物 得 到 抗体 ,从 cDNA 表达 文 
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库 中 分 离 出 它 的 基因 (参看 第 四 十 四 章 “重组 DNA 技术 ”)。 如 果 已 经 分 离 出 一 种 蛋白 质 的 基因 ,只 有 
在 纯化 到 这 种 基因 编码 的 蛋白 质 产 物 以 后 , 才 可 以 对 其 性 质 构象 及 其 功能 进行 全 方位 的 研究 。 

然而 ,纯化 一 种 蛋白 质 并 非 易 事 。 能 否 成 功 地 纯化 蛋白 质 , 既 取 决 于 蛋白 质 固有 的 结构 和 性 质 ， 
也 与 纯化 人 员 的 创意 ,技巧 .耐心 甚至 运气 等 因素 有 关 。 可 以 说 ,每 一 种 蛋白 质 的 纯化 步骤 不 可 能 是 
完全 相同 的 ,但 每 一 种 蛋白 质 纯化 所 应 用 的 方法 原理 都 差不多 。 


一 、 蛋 白质 纯化 的 准备 工作 

在 进行 蛋白 质 纯 化 实验 之 前 首先 要 解决 三 个 问题 :纯化 蛋白 质 的 目的 ; 目标 蛋白 的 测 活 方法 ; 纯 
化 蛋白 质 的 原料 。 

(一 ) 明确 纯化 蛋白 质 的 目的 

不 同 的 研究 者 纯化 蛋白 质 的 目的 可 能 会 不 一 样 。 有 的 是 为 了 获得 晶体 ,去 进行 X 射 线 衍 射 
分 析 ; 有 的 是 为 了 测定 一 级 结构 ;有 的 是 将 其 作为 药品 投入 市 场 。 显 然 , 目的 不 同 ,需求 量 就 不 同 。 
如 进行 测序 或 质谱 分 析 , 约 需要 1 pmol( 相 当 于 50 ng 的 M, 为 5Sx 109) 的 蛋白 质 ;如 制备 抗体 ,需要 
200~500 kg 蛋白质; 如 做 荧光 分 析 、` 圆 二 色 性 和 测 热 法 等 结构 分 析 , 需 要 量 在 1~10 mg; 如果 做 X 射线 
衍射 ,需要 10mg 或 者 更 多 的 和 蛋白质; 而 如 果 是 作为 药 用 和 工业 之 用 , 则 是 多 多 益 善 。 

此 外 ,纯化 蛋白 质 目的 不 同 ,对 蛋白 质 纯度 的 要 求 也 会 不 同 。 例 如 ,测序 使 用 的 蛋白 质 纯 度 至 少 
要 在 97% 以 上 , 而 药 用 的 蛋白 质 (如 胰岛 素 ) 的 纯度 要 求 更 高 。 

(二 ) 建立 蛋白 质 活性 测定 的 方法 

在 纯化 一 种 蛋白 质 之 前 ,首先 需要 建立 一 种 检测 它 存 在 的 方法 。 不 同 的 蛋白 质 通常 具有 不 同 的 
活性 ,因此 ,检测 它 是 否 存在 以 及 存在 多 少 可 以 借助 测定 它 特 有 的 活性 以 及 活性 的 高 低 来 进行 。 换 句 
话说 ,检测 一 个 蛋白 质 的 方法 仅仅 是 以 一 种 定量 的 手段 测定 一 个 特定 活性 存在 的 量 。 

蛋白 质 活 性 测定 的 方法 通常 根据 它 的 生物 功能 来 设计 。 例 如 ,如 果 是 酶 ,就 测定 它 的 催化 活性 ; 
如 果 是 刺激 细胞 分 化 的 和 蛋白质, 就 测定 它 刺 激 特定 细胞 分 化 的 能 力 。 

选择 测定 方法 的 时 候 , 要 牢记 两 个 标准 :中 测定 是 否 方便 灵敏 。 如 果 一 种 测 活 方法 不 敏感 , 那 就 
意味 着 需要 大 量 目标 蛋白 才能 显示 它 是 否 存在 ,而 做 到 这 一 点 通常 是 十 分 困难 的 。 同 样 ,如 果 一 种 测 
活 方法 需要 花 几 天 的 时 间 才 能 完成 ,就 会 大 大 影响 到 实验 的 进程 ,并 且 时 间 越 长 ,蛋白质 越 容易 发 生 
水 解 。@) 测 定 的 方法 是 否 高 度 专 一 。 需 要 防止 功能 相近 的 蛋白 质 产生 干扰 。 

(三 ) 选择 富 含 目标 蛋白 的 原材料 

对 含有 特定 目标 蛋白 的 起 始 材料 的 选择 ,往往 直接 关系 到 纯化 是 成 功 还 是 失败 。 选 择 富 含 目 标 
蛋白 的 原材料 是 一 般 原 则 。 例 如 ,乙酰 胆 碱 受 体 (acetylcholine receptor) 在 肌肉 细胞 中 含量 非常 少 ， 
因此 ,如 果 想 从 肌肉 中 分 离 乙 酰 胆 碱 受 体 , 可 以 说 成 功 的 可 能 性 十 分 涵 范 。 但 如 果 选 择 电 鳃 的 电 板 
(electroplax) 作为 原材料 ,纯化 就 要 容易 得 多 ,这 是 因为 电 板 细胞 的 一 面 密集 了 大 量 的 乙酰 胆 碱 受 体 。 
再 如 ,从 肾 细 胞 中 纯化 水 孔 蛋 白 (aquaporin) 是 一 种 很 好 的 选择 ,因为 肾 与 水 代谢 有 密切 关系 ,构成 其 
细胞 的 质 膜 上 应 该 富 含 这 种 蛋白 质 。 

有 时 , 某 些 蛋白 质 的 含量 本 来 就 很 低 , 难 以 找到 富 含 它 的 组 织 ,这 时 可 考虑 先 得 到 它 的 基因 ,然后 
利用 基因 工程 进行 高 表达 后 再 进行 分 离 .纯化 。 


二 、 蛋 白质 纯化 的 一 般 注意 事项 

在 进行 任何 一 种 蛋白 质 纯 化 的 时 候 , 都 要 时 刻 注 意 维护 它 的 稳定 ,保护 它 的 活性 ,有 一 些 通用 的 
注意 事项 需要 牢记 ,它们 包括 以 下 几 点 :中 操作 尽 可 能 在 低温 条 件 下 (如 置 于 冰 上 或 者 在 冷库 内 ) 进 
行 。@ 待 纯化 材料 不 要 太 稀 ,蛋白 浓度 维持 在 上 gmL~ mg/mL。 鲜 合适 的 pH, 除 非 是 进行 聚焦 层 析 或 
等 电 点 沉淀 ,所 使 用 的 缓冲 溶液 的 pH 避免 与 bl 相同 。@@ 使 用 蛋白 酶 抑制 剂 ,防止 蛋白 酶 对 目标 蛋白 





的 降解 。@@) 避 免 样品 反复 冻 融 和 剧烈 搅动 ,以 防 蛋白 质 的 变性 。 @O 组 冲 溶液 成 分 尽量 模拟 细胞 内 环境 。 
@ 在 缓冲 溶液 中 加 入 0.1~1 mmoyL DTT (或 5- 琉 基 乙醇 ), 防 止 蛋白 质 的 氧化 。@ 加 入 1~10 mmolL 
EDTA 金属 丈 合 剂 ,防止 重金 属 对 目标 蛋白 的 破坏 。(@ 使 用 灭 菌 溶液 ,防止 微生物 生长 。 


三 、 蛋 白质 纯化 的 常见 方法 

分 离 纯 化 蛋白 质 的 各 种 方法 都 是 利用 不 同 蛋白 质 在 理化 性 质 上 的 差别 ,例如 溶解 性 ` 相 对 分 子 质 
量 和 形状 .表面 电荷 .表面 踊 水 性 .与 特定 配 体 结合 的 性 质 等 方面 。 

常用 的 方法 有 :沉淀 (利用 蛋白 质 的 溶解 性 ); 离子 交换 (利用 和 蛋白质 的 电荷 性 质 ); 聚 焦 层 析 (利用 
蛋白 质 的 电荷 性 质 ); 凝 胶 过 滤 (利用 和 蛋白质 的 相对 分 子 质量 和 形状 ); 下 水 作用 层 析 ( 利 用 蛋白 质 的 政 
水 性 ); 亲 和 层 析 (利用 蛋白 质 与 特定 配 体 的 特异 性 结合 性 质 )。 

在 纯化 过 程 中 ,有 时 候 样 品 体积 较 大 ,需要 先进 行 浓缩 以 缩小 体积 。 常 见 的 浓缩 方法 有 :沉淀 、 冻 
干 、 反 透析 . 超 滤 (ultrafiltration)。 

有 关 层 析 特 别 是 离子 交换 层 析 已 在 第 一 章 中 作 了 介绍 ,这 里 主要 就 其 他 几 种 方法 的 原理 作 简 单 
介绍 ,有 关 详 细 的 操作 过 程 可 以 参考 有 关 实 验 手册 。 

(一 ) 沉淀 与 离心 

沉淀 是 根据 不 同 蛋白 质 在 特定 条 件 下 溶解 性 不 同 , 而 对 它们 进行 选择 性 沉降 从 而 达到 分 离 目的 
的 一 种 粗 纯化 方法 。 它 通常 用 于 将 目的 蛋白 从 大 体积 的 粗 抽取 物 中 游离 出 来 。 这 种 方法 既 能 除去 许 
多 杂质 ,又 有 浓缩 之 效 。 

实现 选择 性 沉淀 的 方法 包括 :改变 pH 或 改变 离子 强度 ( 盐 析 )。 无 论 是 哪 一 种 沉淀 方法 ,产生 的 
沉淀 物 都 需要 借助 离心 的 手段 才能 与 上 清 液 分 开 。 

离心 方法 是 根据 分 子 的 特征 密度 来 分 离 大 分 子 的 。 如 果 一 种 颗粒 的 密度 大 于 其 介质 溶液 的 密度 ， 
那么 这 种 颗粒 有 可 能 通过 溶液 发 生 沉降 。 颗 粒 沉降 的 速率 与 颗粒 和 介质 溶液 之 间 的 密度 之 差 成 正比 。 
任何 一 种 颗粒 在 离心 力作 用 下 通过 溶液 发 生 沉降 的 趋势 可 用 沉降 系数 (sedimentation coefficient), 即 S 
表示 :S= (p-m) JW 这 里 p 为 颗粒 或 大 分 子 的 密度 ,m 为 介质 或 溶液 的 密度 ,『 为 颗粒 体积 , 太 为 摩 氛 系 
数 。 非 球形 分 子 具 有 更 大 的 摩 氛 系 数 ,因此 其 沉降 系数 较 小 。 颗 粒 越 小 或 形状 与 球形 相差 越 远 ,在 离 
心机 内 就 沉降 得 越 慢 。 

沉降 系数 对 于 生物 大 分 子 来 说 ,多 数 在 (1~500)x 10 23s。 为 应 用 方便 起 见 ,人 为 规定 1 x 102 s 为 一 个 
S 单位。 一 般 单纯 的 蛋白 质 在 1~20 S, 较 大 核酸 分 子 在 4~100 S, 更 大 的 亚 细 胞 结构 在 30~500 S。 

离心 既 可 以 作为 分 离 和 纯化 大 分 子 或 亚 细 胞 组 分 的 制备 技术 ,也 可 用 来 分 析 大 分 子 的 流体 动力 
学 性 质 。 分 析 用 超速 离心 机 仅 能 对 少量 样品 ( 少 于 1 ml) 进行 分 析 ; 制 备用 离心 机 是 专 为 提取 、 纯 化 大 
分 子 组 分 设计 的 ,可 对 大 量 的 样品 (10~2 000 ml) 进行 分 离 。 

制备 用 离心 机 的 应 用 非常 广泛 ,根据 其 性 能 可 分 为 低速 离心 机 (最 大 速率 不 超过 10 000 rmin) 高 
速 离心 机 (最 大 转速 为 20 000~25 000 rmin) 和 超速 离心 机 (最 大 转速 可 超过 75 000 rmin)。 高 速 离心 
机 一 般 均 配 有 冷却 装置 ,用 以 防止 转轴 的 温度 过 高 而 使 生物 样品 失 活 。 此 外 ,所 有 超速 离心 机 都 装配 
真空 装置 ,以 减少 离心 室内 转 头 与 空气 之 间 的 摩擦 作用 。 

制备 用 离心 机 在 应 用 方法 方面 又 有 沉降 离心 和 梯度 离心 两 种 形式 : 

(1) 沉降 速率 离心 (velocity sedimentation centrifugation) 在 离心 管内 溶液 密度 均一 的 情况 下 进行 
的 离心 。 最 常见 的 方法 是 差 速 离心 (differential centrifugation), 这 是 对 含 两 种 以 上 大 小 不 同 的 待 分 离 物 
质 的 混合 液 ,以 不 同 离心 速率 分 段 离 心 沉 淀 ,使 之 相互 分 离 的 离心 方法 。 

(2) 梯度 离心 “将 待 分 离 的 物质 在 具有 密度 梯度 的 介质 中 进行 的 离心 。 梯 度 离心 又 可 分 为 密度 
梯度 离心 和 平衡 密度 梯度 离心 。 

@ 密度 梯度 离心 “密度 梯 度 离心 (density gradient centrifugation) 是 在 密度 梯度 介质 中 进行 的 一 种 
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DNA、RNA 和 蛋白 
质 的 混合 物 经 CsCl 密度 梯 
度 离心 分 离 以 后 ,它们 各 自在 
离心 管 中 的 位 置 如 何 ? 





达到 平衡 
4-6 透析 示意 图 
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沉降 速率 离心 ,被 离心 的 物质 根据 其 沉降 系数 不 同 而 进行 分 离 。 常 用 芒 糖 或 甘油 来 制备 梯度 。 梯 度 
的 作用 是 稳定 离心 液 以 减少 扩散 ,而 得 到 较为 锋利 的 区 带 。 密 度 梯度 离心 和 差 速 离心 一 样 是 依赖 时 
间 的 ,如 果 离 心 时 间 过 长 ,已 经 分 离 的 物质 都 可 沉降 到 离心 管 的 底部 或 某 一 密度 区 域 。 

@) 平衡 密度 梯度 离心 “平衡 密度 梯度 离心 (equilibrium density gradient centrifugation) 虽然 也 是 在 
密度 梯度 介质 中 进行 的 ,但 被 分 离 的 物质 是 依靠 它们 的 密度 不 同 而 进行 分 离 的 ,此 种 离心 常用 CsCl 等 
无 机 盐 类 制备 密度 梯度 。 在 梯度 介质 中 , 当 被 分 离 的 物质 分 别 达到 与 其 密度 相同 的 介质 部 位 时 ,就 不 
再 移动 ,从 而 达到 分 离 的 目的 。 平 衡 密度 梯度 离心 是 不 依赖 于 时 间 的 ,只 要 梯度 不 破坏 ,时 间 延 长 也 
不 影响 分 离 。 

(二 ) 透析 和 超 滤 

透析 (dialysis) 是 利用 蛋白 质 等 生物 大 分 子 不 能 透 过 半 透 膜 (semipermeabl membrane), 但 小 分 子 物 
质 和 离子 能 够 通过 半 透 膜 而 进行 纯化 的 一 种 方法 (图 4-6)。 这 种 方法 经 常 被 用 于 去 除 大 分 子 溶液 中 
的 小 分 子 物 质 或 改变 蛋白 质 浴 液 的 组 成 。 

如 果 在 装 有 和 蛋白 质 或 其 他 大 分 子 溶液 的 透析 袋 外 , 放 人 高 浓度 吸水 性 强 的 多 聚 物 (如 固体 聚 乙 二 
醇 ), 透 析 袋 内 的 水 便 迅 速 被 袋 外 多 聚 物 所 吸收 ,从 而 达到 了 浓缩 袋 内 液体 的 目的 。 这 种 方法 称 为 “ 反 
透析 ”。 

超 滤 (ultrafiltration) 对 透析 原理 进行 了 改进 , 它 利 用 具有 一 定 大 小 孔径 的 微 孔 滤 膜 ,在 常 压 加 压 
或 减 压 条 件 下 对 生物 大 分 子 溶液 进行 过 滤 , 使 大 分 子 保留 在 超 滤 膜 上 面 的 溶液 中 ,小 分 子 物质 及 水 过 
滤 出 去 ,从 而 达到 脱盐 ,浓缩 或 更 换 缓 冲 液 的 目的 。 

(三 ) 电泳 

电泳 的 原理 已 在 氨基 酸 的 分 离 技术 中 作 过 介绍 ,这 里 仅 介 绍 3 种 与 蛋白 质 分 离 纯化 有 关 的 电泳 
技术 , 即 等 电 聚 焦 电 泳 (isoelectric focusing electrophoresis ,IFE)、 十 二 烷 基 硫酸 钠 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 
(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis,SDS-PAGE) 和 双向 电泳 (two-dimensional gel 
electrophoresis)。 

1.IFE 

IFE 需要 在 凝 胶 中 加 入 两 性 电解 质 ,以 便 在 两 极 之 间 建 立 pH 梯度 ,处 在 其 中 的 蛋白 质 分 子 在 电 
场 的 作用 下 发 生 迁 移 ,最 后 各 自 移 动 到 并 聚焦 于 凝 胶 上 某 一 特定 的 位 置 ,各 个 位 置 的 pH 与 聚焦 在 此 
的 蛋白 质 的 pr 相同 。 通 过 IFE ,不 仅 可 以 实现 po1 不 同 的 蛋白 质 之 间 的 分 离 ,还 可 以 直接 测定 出 各 种 蛋 
白质 的 p7。 

2. SDS-PAGE 

蛋白 质 在 非 变性 聚 丙烯 酰 胶 凝 胶 (native PAGE) 中 电泳 时 ,其 迁移 率 取决 于 分 子 的 大 小 形状 及 其 
所 带 净 电 荷 等 因素 。 如 果 加 入 一 种 试剂 使 电荷 因素 消除 ,并 使 分 子 形状 趋 于 一 致 , 那 电泳 迁移 率 将 只 
取决 于 分 子 的 大 小 。 在 此 基础 上 ,还 可 以 测定 出 蛋白 质 的 相对 分 子 质量 。 阴 离子 去 污 剂 SDS 具有 这 
种 作用 。 在 向 蛋白 质 溶液 中 加 入 足够 量 的 SDS 以 后 ,SDS 即 与 蛋白 质 形成 复合 物 。SDS 带 负电 ,能 使 
各 种 蛋白 质 - SDS 复合 物 都 带 上 相同 密度 的 负电 荷 ,其 总 量 大 大 超过 了 和 蛋白 质 分 子 原 来 的 电荷 量 , 因 
而 掩盖 了 不 同 种 蛋白 质 间 原 有 的 电荷 差别 。SDS 还 能 打破 维持 蛋白 质 三 级 结构 的 次 级 键 ,使 各 种 蛋白 
质 都 呈 线 状 展开 (图 4-7)。 这 样 的 蛋白 质 - SDS 复合 物 ,在 凝 胶 电 泳 中 的 迁移 率 , 不 再 受 蛋 白质 原来 
的 电荷 和 形状 的 影响 , 仅 取决 于 它们 的 大 小 ,因而 SDS-PAGE 可 以 用 于 测定 蛋白 质 的 相对 分 子 质 量 。 

SDS-PAGE 不 仅 可 以 用 来 测定 蛋白 质 的 大 小 ,还 可 以 用 来 鉴定 蛋白 质 的 纯度 .定量 蛋白 质 和 二 硫 
键 的 确定 等 。 

3. 双向 电泳 

双向 电泳 也 称 二 维 电泳 或 2D 电泳 , 它 由 第 一 向 等 电 聚 焦 电 泳 和 第 二 向 SDS - 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 
泳 组 成 (图 4-8)。 第 一 向 利用 等 电 聚 焦 的 方法 使 pm 不 同 的 蛋白 得 到 分 离 。 将 第 一 向 电泳 的 凝 胶 转 移 
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到 SDS-PAGCE 平板 的 顶部 , 即 进行 第 二 向 电泳 ,这 一 次 是 按照 分 子 大 小 来 分 离 ,两 向 结合 便 得 到 高 分 
辩 率 的 蛋白 图 谱 。 在 对 凝 胶 进行 染色 以 后 ,可 以 观察 到 各 个 蛋白 质 的 位 置 。 

使 用 双向 电泳 ,研究 者 有 可 能 观测 并 建立 一 种 特定 细胞 所 表达 的 全 部 蛋白 质 的 目录 。ExPASy 
(http:/Wexpasy.hcuge.ch/) 已 建立 了 双向 电泳 数据 库 , 数 据 库 内 含有 多 种 类 型 的 细胞 和 组 织 的 蛋白 质 双 
向 电泳 图 谱 。 

(四 ) 层 析 

层 析 在 蛋白 质 分 离 纯 化 中 是 不 可 替代 的 一 种 方法 ,其 基本 原理 参看 第 一 章 氨基 酸 。 常 见 的 层 析 
方法 及 其 比较 见 表 4-2。 


喧 表 4-2 几 种 层 析 分 离 方法 的 比较 










2 

离子 交换 层 析 高 早期 低 凝 胶 过 滤 底 后 其 低 
杖 水 层 析 高 早期 中 亲 和 层 析 高 任何 时 自 中 
聚焦 层 析 


1. 下 水 作用 层 析 

朴 水 作用 层 析 (hydrophobic interaction chromatography,HIC) 是 利用 不 同 蛋白 质 在 疏水 性 质 上 的 差 
别 , 而 对 特定 蛋白 质 进行 纯化 的 一 项 层 析 技 术 。 其 固定 相 是 连接 到 惰性 基质 上 的 玻 水 基 团 ,如 辛 烷 基 
(oetyl) 或 茶 环 。 其 原理 类 似 于 盐 析 , 即 在 高 离子 强度 下 使 样品 上 柱 ( 如 1 molL 硫酸 铵 ), 以 此 除去 蛋白 
质 的 水 化 层 , 由 于 表面 上 亲 水 基 团 最 少 的 蛋白 质 最 容易 失去 水 ,也 就 最 容易 暴露 出 它们 的 疏水 基 团 ， 
并 与 树脂 上 的 朴 水 基 团 结合 ;反之 ,表面 上 亲 水 基 团 最 多 的 蛋白 质 最 难 失去 水 化 层 ,也 就 最 难 与 固定 
相 结合 。 

HIC 的 洗 脱 方法 有 :降低 洗 脱 液 的 盐 浓 度 ,增加 洗 脱 液 的 去 污 剂 浓度 或 者 改变 pH。 
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双向 电泳 的 两 向 次 
序 可 以 颠倒 吗 ? 为 什么 ? 


人 


你 如 何 设计 亲 和 层 
析 实 验 , 来 分 离 分 子 伴侣 和 乙 
醇 脱 氨 酶 ? 


(GTTERS 肥 预测 以 下 五 种 蛋白 
质 通 过 凝 胶 过 滤 层 析 的 次 序 : 
蛋白 质 A(3x104). 蛋 白质 B 
(5x10 人 小 蛋白 质 C(4x10')、 
蛋白 质 D(7x104) 和 蛋白 质 
E(6x104)。 
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2. 亲 和 层 析 

亲 和 层 析 (affinity chromatography) 是 利用 待 分 离 物质 和 它 
的 特异 性 配 体 间 具 有 特异 性 的 亲和力 ,而 实现 分 离 的 一 类 特殊 
层 析 技术 。 甚 固定 相 是 带 有 共 价 偶 联 配 体 的 惰性 树脂 , 当 含有 
混合 组 分 的 样品 通过 此 固定 相 时 ,只 有 和 固定 相 上 的 配 体 具 有 
特异 亲和力 的 物质 ,才能 被 固定 相 吸 附 结合 , 其 他 没有 亲和力 
的 无 关 组 分 就 随 流 动 相 流出 (图 4-9)。 如 果 改 变 流 动 相 成 分 ， 
可 将 结合 的 亲 和 物 洗 脱 下 来 。 洗 脱 的 方法 有 :增加 游离 配 体 的 
浓度 或 改变 pH。 

可 用 于 亲 和 层 析 的 具有 特异 性 亲和力 的 生物 分 子 对 (和 蛋白 
质 - 配 体 ) 主 要 有 : 酶 与 底 物 /抑制 剂 ; 受 体 与 激素 ;抗体 与 抗原 ; 
抗体 与 蛋白 质 A; 带 有 His 标签 的 融合 蛋白 与 金属 镍 ; 带 有 CST 
标签 的 融合 蛋白 与 谷 胱 甘 肽 ;蛋白 质 与 染料; 糖 蛋白 与 植物 凝 
集 素 (lectin); 特 异性 结合 蛋白 与 被 结合 的 物质 。 

亲 和 层 析 纯 化 过 程 简 单 、 迅 速 、 高 效 ,有 时 能 够 “一 柱 到 
位 ”, 对 分 离 含量 极 少 又 不 稳定 的 活性 物质 较为 有 效 。 

3. 聚焦 层 析 

聚焦 层 析 (chromatofocusing,CF) 是 根据 各 种 蛋白 质 的 pb7 不 同 进行 分 离 的 层 析 技 术 。 其 流动 相 为 
多 元 缓冲 剂 (polybuffer), 固 定 相 为 多 元 缓冲 交换 剂 (polybuffer exchanger)。 

CF 的 原理 与 等 电 聚 焦 和 离子 交换 相似 ,不 过 是 在 含有 pH 梯度 的 离子 柱 内 进行 。 当 将 特定 的 多 
元 缓冲 液 自 上 而 下 流 过 填充 在 层 析 柱 内 的 多 元 缓冲 交换 剂 时 , 由 于 交换 剂 带 有 具 缓 冲 能 力 的 电荷 基 
团 ,会 在 多 元 缓冲 交换 剂 的 表面 从 上 到 下 自动 地 形成 连续 的 pH 梯度 。 因 为 蛋白 质 所 带电 荷 取决 于 它 
的 p! 和 层 析 柱 中 的 pH 值 ,所 以 如 果 使 用 的 是 阴离子 交换 剂 , 则 当 柱 中 的 pH 低 于 蛋白 质 的 p7 时 ,和 蛋 
白质 带 正 电 荷 ,而 不 与 阴离子 交换 剂 结 合 。 但 随 着 洗 脱 液 向 前 移动 ,固定 相 中 的 pH 随 着 洗 脱 时 间 延 
长 而 变化 。 当 和 蛋白质 移动 到 环境 pH 高 于 其 pz7 时 ,和 蛋白质 由 带 正 电 荷 变 为 带 负 电荷 ,并 与 阴离子 交换 
剂 结 合 。 当 洗 脱 液 流 过 的 时 候 ,蛋白 质 周 围 环境 的 pH 再 次 低 于 p1, 于 是 它 又 带 上 正 电 荷 ,并 从 交换 剂 
解 离 下 来 。 随 着 洗 脱 液 向 柱 底部 的 迁移 ,上 述 过 程 将 反复 进行 ,各 种 蛋白 质 就 在 各 自 的 pb 被 洗 下 来 ， 
从 而 实现 了 分 离 的 目的 。 

4. 雍 胶 过 滤 层 析 

凝 胶 过 滤 层 析 (gel fltration chromatography) 又 称 为 分 子 筛 过滤 层 析 (moleeular sieve chromatography) 
或 大 小 排 阻 层 析 (size exclusion chromatography) 等 。 它 是 一 种 按 相对 分 子 质量 来 分 离 物 质 (分 子 形状 
也 起 一 定 作 用 ) 的 层 析 方 法 。 其 固定 相 是 装 在 层 析 柱 内 细 而 多 孔 的 凝 胶 颗 粒 , 例 如 葡 聚 糖 ( 商 品名 为 
Sephadex)\ 琼 脂 糖 (商品 名 为 Sepharose) 或 聚 丙烯 酰胺 (商品 名 为 SephacrylD)。 在 将 样品 加 到 充满 着 凝 胶 
颗粒 的 层 析 柱 以 后 ,使 用 缓冲 液 洗 脱 。 大 分 子 无 法 进入 凝 胶 颗 粒 的 内 部 ,只 能 存在 于 凝 胶 颗 粒 之 间 的 流 
动 相 , 因 而 以 较 短 的 路 径 和 较 快 的 速率 首先 流出 层 析 柱 ,而 小 分 子 则 能 自由 出 入 凝 胶 颗 粒 内 部 ,并 很 快 
在 两 相 之 间 形 成 动态 平衡 ,于 是 要 走 更 长 的 路 径 和 花费 更 长 的 时 间 流 过 柱 床 。 不 同 大 小 的 分 子 因此 得 
以 分 离 ( 图 4-10)。 

5 HPLC 

HPLC 的 层 析 原 理 与 经 典 的 液 相 层 析 及 气相 层 析 一 致 ,只 不 过 对 固定 相 颗 粒 的 大 小 流动 相 的 流 
速 进行 了 很 大 的 改进 ,使 颗粒 更 细 (3~10 um) 流速 更 快 ,并 实现 了 自动 化 。 以 反 相 HPLC (reversed-phase 
HPLC) 为 例 , 其 固定 相 由 共 价 结合 到 硅 上 的 碳 氢 链 构成 。 它 的 纯化 原理 与 疏水 层 析 一 样 ,蛋白 质 通过 
玻 水 作用 结合 到 柱 上 ,可 用 降低 离子 强度 或 增加 洗 脱 液 的 玻 水 性 的 方法 进行 洗 脱 。 
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4-10 ” 凝 胶 过 滤 的 原理 (Garrett 等 ,2010) 


四 、 和 蛋白 质 纯化 方案 的 设计 

在 纯化 蛋白 质 之 前 ,首先 需要 熟悉 各 种 蛋白 质 纯化 方法 的 原理 ,以 及 对 纯化 过 程 中 的 一 些 注意 事 
项 有 所 了 解 ; 然 后 就 是 选择 好 测 活 的 方法 和 含有 目标 蛋白 的 原材料 ;接着 就 是 设计 纯化 方案 了 。 

为 了 纯化 一 种 蛋白 质 ,必须 从 起 始 物质 开始 就 选择 一 种 物理 的 或 化 学 的 途径 进行 分 级 分 离 。 分 
级 分 离 的 方法 有 离心 ` 盐 析 离子 交换 层 析 .速率 沉降 .平衡 密度 沉降 . 亲 和 层 析 、 踊 水 层 析 、 聚 焦 层 析 
和 凝 胶 过 滤 等 。 先 用 哪 一 种 后 用 哪 一 种 没有 固定 的 模式 ,一 般 靠 的 是 经 验 与 摸索 。 无 论 哪 一 种 分 离 方 
法 完成 以 后 ,都 会 发 现 某 些 部 分 有 活性 , 某 些 部 分 无 活性 。 这 时 需要 做 的 就 是 保留 和 合并 有 活性 的 部 分 。 
分 级 的 目的 一 是 除去 污染 物 ,二 是 合并 有 活性 的 部 分 ,来 富 集 目标 和 蛋白。 被 富 集 的 部 分 再 经 历 另外 一 轮 
分 级 处 理 ,这 样 的 过 程 还 可 以 继续 重复 。 如 果 有 蛋白 活性 能 够 被 精确 地 测定 , 那 每 一 次 分 级 后 得 到 的 样品 
总 量 就 可 以 确定 ,每 一 次 制备 的 比 活性 (specifie activity) 即 每 毫克 蛋白 内 的 蛋白 活性 也 可 以 计算 出 来 。 

在 一 个 精心 设计 的 纯化 程序 中 ,每 一 级 分 离 都 应 该 导致 杂质 的 去 除 和 比 活性 的 提高 。 但 在 实际 
操作 中 ,在 比 活 性 提高 的 同时 ,几乎 总 会 有 总 活性 (total activity) 的 损失 。 最 大 地 提高 比 活性 同时 尽量 
减少 总 活性 的 损失 是 任何 一 种 纯化 程序 的 目标 , 而 设计 一 种 好 的 纯化 方案 通常 是 考虑 到 多 种 因素 后 
的 折 中 。 一 个 纯化 流程 可 以 总 结 在 一 张 纯化 表 (purification table) 上 (参看 第 十 三 章 “ 酶 的 应 用 及 研究 
方法 ”), 它 必须 真实 地 记录 各 项 有 效 的 数据 。 这 样 的 纯化 表 不 仅 是 将 来 论文 中 有 力 的 论据 ,也 为 评估 
一 步 纯 化 步骤 是 否 合理 提供 了 依据 。 

一 个 典型 的 蛋白 质 纯化 方案 开始 于 完整 的 组 织 ,一般 经 过 四 个 阶段 :中 破碎 细胞 或 组 织 (混合 和 
匀 浆 );@ 去 除 残渣 (离心 ))@@ 沉 淀 /浓缩 (硫酸 匀 或 聚 乙 二 醇 ); 四 纯化 ( 层 析 ) 人 鉴定 ,包括 纯度 .大 小 
或 p7 的 测定 。 

在 纯化 过 程 中 ,使 用 哪些 层 析 方法 以 及 被 选用 的 层 析 方 法 的 前 后 次 序 可 参看 表 4-2。 


五 、 蛋 白质 纯度 的 测定 

纯净 的 蛋白 质 样 品 应 该 不 含有 其 他 杂 和 蛋白 和 杂质 。 一 般 认 为 , 当 一 种 蛋白 质 被 纯化 到 恒定 的 比 
活性 或 达到 均一 性 (homogeneity) 以 后 ,就 可 被 认为 是 纯 品 了 。 然 而 , 单 赁 恒定 的 比 活性 是 不 够 的 ,还 
需要 使 用 其 他 的 方法 加 以 验证 。 

其 他 鉴定 蛋白 质 纯 度 的 方法 有 : 

(D) 电泳 法 “如 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 .等 电 聚 焦 和 毛细 管 电泳 等 。 纯 净 的 蛋白 质 电泳 的 结果 应 该 
是 一 条 带 。 如 果 使 用 SDS - 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 ,就 要 特别 小 心 ,原因 是 SDS 能 够 破坏 蛋白 质 的 四 级 
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结构 ,而 导致 异 源 寡 聚 体 蛋 白质 可 能 出 现 几 条 带 。 此 外 ,电泳 法 检测 蛋白 质 的 纯度 时 ,应 取 分 布 在 蛋 
白质 等 电 点 两 侧 的 两 个 不 同 的 pH 分 别 进 行 检测 ,这 样 得 出 的 结论 才 更 可 靠 。 

C2) 化 学 法 N 端 或 C 端 测定 。 纯 品 蛋 白质 应 该 具有 恒定 的 N 端 或 C 端 组 成 。 如 果 一 种 蛋白 质 
只 有 一 条 链 组 成 ,就 只 会 检测 到 一 种 N 端 或 C 端 氨基 酸 。 

(3) 仪器 法 ， 即 HPLC 或 质谱 。 如 果 一 种 蛋白 质 样品 在 HPLC 上 只 表现 单一 的 峰 , 则 可 视 其 为 纯 
品 ;如 果 纯 化 的 是 一 种 已 知 蛋 白 , 经 质谱 分 析 测定 出 来 的 相对 分 子 质量 与 实际 的 值 一 致 , 那 么 也 可 认 
为 它 是 纯 品 。 

检测 蛋白 质 的 纯度 ,必须 综合 两 种 原理 不 同 的 分 析 方 法 才能 作出 准确 的 判断 。 例 如 ,仅仅 用 凝 胶 
过 滤 和 SDS-PAGE 来 确定 一 个 蛋白 质 样品 是 否 纯净 是 欠 妥 的 ,因为 这 两 种 方法 的 原理 是 相同 的 ,都 是 
根据 相对 分 子 质 量 的 不 同 分 离 蛋白 质 。 


第 四 节 蛋白质 的 分 类 


常见 的 蛋白 质 分 类 方法 至 少 有 五 种 ,其 分 类 的 依据 分 别 是 溶解 性 ` 组 成 、 形 状 功能 和 三 维 结构 。 

按照 溶解 性 质 , 蛋 白质 可 分 为 七 大 类 :J 白 蛋白 (albumin)。 又 称 为 清 蛋白 , 较 小 ,能 溶 于 水 和 盐 
溶液 ,可 被 饱和 硫酸 铵 沉淀 。 如 血液 中 的 血清 清 蛋白 和 鸡蛋 中 的 卵 清 蛋白 等 都 属于 清和 蛋白 。@) 球 蛋 
白 (globulin)。 通 常 不 溶 于 水 而 溶 于 稀 盐 、 稀 酸 或 稀 碱 溶液 ,能 被 半 饱 和 的 硫酸 铵 沉淀 。 例 如 ,大 豆 种 
子 中 的 豆 球 和 蛋白 (legumin)、 血液 中 的 血清 球 和 蛋白 `, 肌 肉 中 的 肌 球 蛋白 (myosin) 以 及 免疫 球 蛋 白 都 属于 
这 一 类 。 色 组 蛋白 (histone)。 可 洲 于 水 或 稀 酸 ,是 染色 体 的 结构 蛋白 ,含有 丰富 的 Arg 和 Lys 残 基 , 因 
此 是 一 类 碱 性 蛋白 质 。 僵 精 蛋 白 (protamine)。 易 溶 于 水 或 稀 酸 ,是 一 类 结构 简单 的 蛋白 质 。 与 组 蛋 
白 一 样 , 精 蛋白 也 是 一 类 碱 性 和 蛋白质, 含有 较 多 的 碱 性 氨基 酸 ,但 缺少 Trp 和 Tyr。 精 蛋白 存在 于 成 熟 
的 精细 胞 中 ,与 细胞 核 DNA 结合 在 一 起 ,如 鱼 精 蛋白 。 包 醇 溶 蛋 白 (prolamine)。 溶 于 70%~8095 的 乙 
醇 ,但 不 溶 于 水 .无 水 乙醇 或 盐 溶 液 ,多 存在 于 禾 本 科 作 物 的 种 子 中 ,如 玉米 醇 溶 和 蛋白、 小 麦 醇 溶 蛋 白 。 
@ 和 谷 蛋 白 类 (glutelin)。 不 溶 于 水 或 稀 盐 溶 液 ,但 溶 于 稀 酸 或 稀 碱 。 谷 蛋白 存在 于 植物 种 子 中 ,如 水 稻 
种 子 中 的 稻谷 蛋白 和 小 麦 种 子 中 的 麦 谷 蛋 白 等 。 〇 硬 蛋白 类 (scleroprotein)。 不 溶 于 水 ` 盐 溶液 . 稀 酸 、 
稀 碱 ,主要 存在 于 皮肤 毛发, 指甲. 蹄 和 果 蛛 丝 等 中 ,起 支持 和 保护 作用 ,如 角 和 蛋白 (keratin) 胶 原 蛋 白 
(collagen) 弹 性 蛋白 (elastin) 和 丝 和 蛋白 等 。 

按照 化 学 组 成 ,蛋白 质 又 可 分 为 简单 蛋白 质 (simple protein) 和 结合 蛋白 质 (conjugated protein) 两 类 。 
简单 蛋白 质 也 叫 单纯 和 蛋白质, 它们 仅 由 氨基 酸 组 成 ,水 解 产 物 仅 有 氨基 酸 ,不 含 其 他 化 学 成 分 。 例 如 ， 
胰 核 糖 核酸 酶 。 结 合 蛋白 质 也 叫 绥 合 蛋白 质 ,它们 除 含有 氨基 酸 以 外 ,还 含有 非 氨 基 酸 成 分 作为 其 结 
构 的 一 部 分 。 非 氨基 酸 成 分 可 分 为 四 种 形式 :第 一 种 是 氨基 酸 残 基 侧 链 上 被 修饰 的 各 种 基 团 ,如 糖 基 、 
脂 酰 基 ,. 甲 基 和 磷酸 根 等 ;第 二 种 是 指 与 蛋白 质 结 合 的 无 机 成 分 ,通常 是 一 些 金属 离子 ;第 三 种 为 畏 
酶 , 专 指 与 蛋白 质 结合 并 不 紧密 的 有 机 分 子 , 如 辅酶 I 和 辅酶 II; 第 四 种 为 辅 基 , 专 指 与 蛋白 质 紧 密 结 
合 的 有 机 分 子 ,如 FAD 和 FMN。 

根据 非 蛋白 成 分 的 性 质 ,结合 蛋白 质 还 可 以 分 为 糖 蛋白 (glycoprotein), 脂 蛋白 (lipoprotein)\ 核 蛋白 
(nucleoprotein 狼 色 和 蛋白 (chromoprotein)、 金 属 蛋白 (metalloprotein)、 磷 蛋白 (phosphoprotein)、 血红 素 和 蛋白 
和 黄 素 和 蛋白 等 。 这 些 结 合 蛋 白 的 非 蛋 白质 成 分 分 别 是 共 价 结合 的 糖 基 、 非 共 价 结合 的 脂 , 非 共 价 结合 
的 核酸 、 共 价 结合 或 非 共 价 结合 的 生 色 基 团 (如 血红 素 ) 配 位 结合 的 金属 离子 . 共 价 结合 的 磷酸 根 、 共 
价 或 非 共 价 结合 的 血红 素 辅 基 以 及 共 价 或 非 共 价 结合 的 黄 素 (flavin) 的 衍生 物 。 

按照 分 子 形状 溶解 性 质 以 及 是 否 与 膜 结 合 ,蛋白 质 又 被 分 为 球状 蛋白 质 (globular protein)、 纤 维 
状 蛋 白质 (fibrous protein) 和 膜 蛋 白 (membrane protein) 三 大 类 (图 4-11)。 纤 维 状 蛋白 质 结构 伸 展 , 呈 
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框 4-1 身边 的 生物 化 学 一 一 毒 也 美丽 

若是 肉 或 鱼 训 调 不 当 或 腌 制 不 当 , 一 种 致命 的 食物 中 毒 一 一 肉 毒 杆菌 中 毒 可 能 会 发 生 。 其 罪魁 祸首 
是 由 肉 毒 杆菌 分 沁 的 肉 毒 杆菌 毒素 (botulinum toxin,BITX), 它 能 阻止 乙酰 胆 碱 从 突 触 前 襄 泡 释放 ,致使 没 
有 神经 递 质 到 达 肌 肉 细胞 表面 与 受 体 结合 ,于 是 肌肉 不 再 收缩 。 如 果 不 及 时 治疗 的 话 ,患者 随时 可 能 死 
亡 。 肉 毒 杆菌 毒素 是 由 肉 毒 杆菌 在 繁殖 过 程 中 所 产生 的 一 种 神经 毒素 蛋白 ,是 毒性 最 强 的 天 然 物 质 之 一 。 
1 mg 肉 毒 毒素 能 杀 死 2 亿 只 小 鼠 。 

令 人 惊讶 的 是 ,经 纯化 的 肉 毒 杆菌 毒素 具有 宝贵 的 医用 价值 。 医 学 上 , 它 被 用 于 治疗 面部 不 自主 的 肌 
肉 总 挛 , 例 如 因 乙 酰 胆 碱 的 释放 失控 引起 的 面部 抽动 。1986 年 ,加拿大 的 Carruther 夫妇 发 现 ,这 种 能 采 
兽 肌 肉 神经 的 药物 可 以 使 过 度 收 缩 的 小 肌肉 放松 ,而 达到 舒展 皱纹 的 效果 ,对 表情 纹 特 别 有 效 。 

美国 食品 和 药物 管理 局 (EDA) 早已 批准 化 妆 品 使 用 BOTOX ( 肉 毒 杆菌 毒素 ), 这 意味 着 制造 商 现在 
可 以 大 张 旗 鼓 地 宣传 其 让 人 青春 再 现 的 奇效 。 肉 毒 杆 菌 毒素 已 被 用 于 除 皱 多 年 ,目前 欧美 比较 时 暑 的 除 
皱 技术 就 是 局 部 注射 肉 毒 杆菌 毒素 。 这 种 毒素 如 果 能 在 局 部 加 以 控制 地 使 用 ,可 阻止 面部 肌肉 不 受 控制 
的 收缩 ,从 而 减轻 面部 变形 。 目 前 它 的 使 用 正在 迅速 蔓延 ,特别 是 在 演艺 圈 。 但 若是 使 用 不 当 , 会 造成 头 
痛 、` 过 敏 . 复 视 、 表 情 不 自 然 的 不 良 反应 。 特 别 是 如 果 使 用 过 量 , 它 有 可 能 扩散 到 其 他 的 地 方 而 产生 强烈 的 
副作用 ,严重 可 致死 。 事 实 上 ,一 些 电影 导演 经 常 抱怨 道 ,有 些 演 员 由 于 使 用 过 多 的 肉 毒 杆菌 毒素 已 难以 
显示 出 各 种 自然 的 表情 。 


纤维 状 ,长 / 宽 >10, 不 洲 于 水 或 稀 盐 溶液 ,机械 强度 高 ,在 生物 体 充当 结构 的 角色 ,如 胶原 蛋白 和 角 蛋 
白 。 球 状 蛋白 质 结构 紧 密 , 呈 球状 ,长 /宽大 3~4, 溶 于 水 ,如 肌 红 蛋 白 和 胰 和 蛋白酶 等 。 膜 蛋白 则 以 一 定 
的 方式 定位 于 各 种 生物 膜 上 ,可 分 为 膜 外 在 蛋白 、 膜 内 在 蛋白 和 脂 锚 定 蛋白 (参看 第 十 六 章 “ 脂 质 与 生 
物 膜 ”)。 

根据 结构 和 进化 上 的 亲缘 关系 ,又 可 将 蛋白 质 分 为 家 族 、 超 家 族 和 栏 。 中 家 族 :在 进化 上 具有 明 
确 的 亲缘 关系 。 一 般 说 来 ,属于 同一 家 族 的 蛋白 质 至 少 有 30% 氨基 酸 序列 是 相同 的 。@ 超 家 族 : 在 进 
化 上 可 能 具有 相同 的 起 源 。 属 于 同一 超 家 族 的 蛋白 质 在 氨基 酸 序列 上 的 差别 可 能 较 大 。@@ 栏 :具有 
相同 的 二 级 结构 .相同 的 排列 和 相同 的 拓扑 学 连接 。 属 于 同一 栏 的 蛋白 质 并 不 需要 具有 相同 的 一 级 
结构 ,但 通常 具有 相同 的 生物 学 功能 。 

根据 功能 ,蛋白 质 又 可 以 分 为 酶 ,调节 蛋白 ,运输 蛋白 ,贮存 蛋白 ,收缩 和 和 运动 蛋白 ` 结 构 和 蛋白、 接头 
蛋白 保护 和 防御 蛋白 、 毒 蛋白 和 奇异 蛋白 等 (参看 第 三 章 "蛋白质 的 功能 及 其 与 结构 之 间 的 关系 ”) 


第 五 节 多肽 的 固 相合 成 


多 肽 的 固 相 合成 由 美国 科学 家 Bruce Merrifield 于 1963 年 创立 。 其 基本 原理 是 :根据 事先 设计 好 
的 多 肽 序列 , 先 将 所 要 合成 肽 链 的 C 端 氨基 酸 的 羧基 以 共 价 键 固 定 到 一 个 不 溶性 的 高 分 子 树脂 上 , 然 
后 从 C 端 向 N 端 ,重复 “去 保护 (除去 要 连接 的 氨基 酸 w- 氨基 上 的 保护 基 团 ) 一 活化 (激活 前 一 个 已 
和 固 相 柱 相 连 的 氨基 酸 的 羧基 ) 一 偶 联 (让 去 保护 的 氨基 和 活化 的 羧基 之 间 缩 合 , 形 成 肽 键 ) 一 洗 脱 和 
过 滤 (去 除 没 有 反应 完 的 各 种 试剂 这 几 步 反应 ,直至 达到 所 要 合成 的 肽 链 长 度 。 然 后 再 除去 侧 链 上 
的 保护 基 团 ,最 后 将 肽 链 从 树脂 上 和 裂解 下 来 ,经 过 纯化 等 处 理 , 即 可 得 到 所 要 的 多 肽 。 

固 相 法 最 大 的 进步 是 主要 解决 了 分 离 ,纯化 方面 的 难题 。 每 步 反 应 后 只 需 简单 地 洗涤 树脂 , 便 可 
达到 纯化 目的 ,这 克服 了 经 典 液 相合 成 法 中 的 每 一 步 产物 都 需 纯化 的 麻烦 ,为 自动 化 合成 肽 链 芮 定 了 
基础 。Merrifield 也 因 开发 多 肽 固 相 合成 法 获得 1984 年 诺 贝 尔 化 学 奖 。 
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要 知道 ,Merrifield 是 在 1959 年 的 某 一 天 ,于 Rockefeller 大 学 的 Flexner 厅 的 一 个 电梯 里 , 回 他 的 


一 个 同事 提出 他 的 想法 的 ! 至 今 那 个 电梯 里 还 手写 着 一 句 话 :SOLID-PHASE PEFPTIDE SYNTHESIS 
WASBORN HERE。 


科学 故事 一 NGF 的 发 现 

神经 生长 因子 (nerve growth factor,NGE) 是 一 种 多 肽 生长 因子 ,其 作用 是 促进 神经 元 的 存活 (neural 
survival) 和 分 化 。 从 20 世纪 50 年 代 初 开 始 , 意 大 利 神 经 生物 学 家 Rita Levi-Montalcini 一 直 在 美国 华盛顿 
大 学 路 易 斯 分 校 的 Victor Hamburger 实验 室 工作 ,主要 研究 移植 或 去 除 鸡 趾 对 神经 系统 发 育 的 影响 。 她 
在 研究 中 发 现 ,移植 的 鸡 趾 不 但 能 发 育 , 而 且 还 受到 神经 的 支配 (innervated)。 神 经 解剖 显示 , 受 神经 支 配 
的 鸡 趾 大 小 与 在 合适 的 位 置 支 配 鸡 吓 的 神经 元 数目 相 吻 合 , 即 移植 的 鸡 趾 越 大 ,支配 它 的 神经 元 数目 就 越 
多 。 进 一 步 研 究 还 表明 ,移植 多 余 的 鸡 趾 不 仅 能 够 增加 支配 它 的 神经 元 数目 ,还 能 增加 位 于 其 他 位 置 并 非 
支配 它 的 神经 元 的 数目 。 因 此 ,她 认为 可 能 有 一 种 扩散 性 的 分 记 因 子 , 能 够 在 一 定 的 距离 范围 内 增加 神经 
元 数目 。 很 快 她 设计 了 一 个 巧妙 的 实验 证 明了 这 个 设想 :她 将 某 些 组 织 族 加 到 鸡 胚 尿 囊 膜 (chick embryo 
chorioalantoic membrane) 的 上 方 ,结果 能 增加 正在 发 育 中 的 胚胎 内 的 神经 元 数目 。 鸡 胚 尿 囊 膜 是 将 胚胎 
与 鸡蛋 气 袋 分 开 的 一 层 膜 , 它 能 让 气体 和 小 分 子 物 质 通 透 ,但 细胞 不 行 。 这 阅 明 在 组 织 液 中 一 定 存在 某 种 
可 以 通过 鸡 胚 尿 圳 膜 的 因子 ,从 添加 的 组 织 扩 散 到 鸡 胚 内 ,控制 神经 元 的 命运 ,于 是 Levi-Montalcini 决定 
开始 纯化 这 种 神秘 的 因子 。 

然而 在 当时 ,对 于 这 种 因子 的 化 学 本 质 还 一 无 所 知 ,而 且 也 不 知道 它 真 正 的 生理 功能 是 否 就 是 提高 
神经 元 的 数目 。 只 是 到 了 后 来 , 才 证 实 它 就 是 一 种 NGE, 其 功能 是 在 胚胎 发 育 的 晚期 控制 神经 细胞 死亡 
的 数目 ,从 而 导致 神经 元 数目 增加 和 神经 节 (ganglion) 增 大 。 

就 像 纯 化 其 他 任何 一 种 蛋白 质 一 样 ,在 纯化 NGE 之 前 ,必须 首先 建立 一 种 有 效 的 测 活 方法 。 但 就 当 
时 的 研究 水 平 ,研究 者 只 能 在 对 鸡 胚 进行 神经 解剖 以 后 ,通过 测量 神经 节 的 大 小 和 存活 在 神经 节 的 神经 元 
数目 来 测 活 。 而 在 正在 发 育 的 鸡 胚 中 ,进行 这 样 的 解剖 显然 既 耗 时 又 烦琐 。 如 果 以 此 作为 测定 NGE 活性 
的 基础 ,那么 整个 纯化 工作 的 进展 将 会 极其 缓慢 。 

Levi-Montalcini 在 意识 到 使 用 上 述 鸡 胚 测 活 系统 的 困难 以 后 ,决定 去 巴西 大 学 的 Carlos Chagus 实验 
室 学 习 神经 组 织 培养 技术 ,以 改进 她 的 测 活 方法 。 当 时 的 Caaos Chagus 实验 室 已 成 功 地 从 幼小 动物 分 离 
出 背 根 神经 节 (dorsal root ganglion,DRG), 并 能 够 让 它们 在 培养 液 中 存活 。 而 对 已 分 离 的 DRG 的 解剖 要 
简单 得 多 。 作 为 一 个 访问 学 者 ,Levi-Montalcini 有 一 个 惊人 的 发 现 :将 带 有 一 种 肿瘤 组 织 (代号 为 S-180) 
的 DRG 在 体外 进行 培养 ,DRG 的 形态 发 生 了 很 显著 的 变化 。 经 过 分 析 发 现 ,原来 是 从 构成 DRG 的 神 
经 元 上 伸 出 了 很 多 突 触 。 这 个 发 现 是 一 个 重要 的 突破 , 它 不 仅 显 示 了 某 种 扩散 性 分 子 的 存在 ,还 提供 了 一 
种 很 方便 的 用 于 纯化 该 分 子 的 测 活 手段 。 

使 用 DRG 测 活 非常 重要 。 首 先 ,这 种 方法 很 方便 , 易于 快速 测定 ,但 测定 的 生物 活性 眼 最 初 的 生物 
活性 已 有 微妙 的 变化 (测定 突 触 的 增加 , 而 不 是 原来 的 神经 元 数目 的 增加 )。 这 种 测 活 手 段 后 来 成 为 寻找 
新 的 神经 生长 因子 的 一 种 标准 。 也 许 这 样 的 因子 可 能 (也 可 能 不 ) 会 提高 神经 元 的 数目 。 事 实 最 终 证 明 ， 
NGE 具有 双重 活性 。 因 而 活性 测定 方法 的 改变 没有 影响 到 对 NGE 本 身 的 纯化 。 但 如 果 参 与 神经 伸展 和 
促进 神经 元 存活 的 不 是 同一 种 物质 ,那么 Levi-Montalcini 纯化 到 的 将 是 另外 一 种 因子 。Levi-Montalcini 是 
幸运 的 ,因为 NGE 同时 具有 两 种 活性 。 

有 了 这 种 测 活 方法 ,Levi-Montalcini 开始 尝试 从 S-180 组 织 中 纯化 NGF。 但 不 幸 的 是 ,S-180 中 的 
NGEF 浓度 很 低 , 利 用 当时 的 纯化 技术 ,活性 很 容易 损失 ,因此 并 没有 取得 成 功 。 然 而 ,就 在 同时 期 ,人 们 发 
现 ,在 蛋白 质 纯 化 中 使 用 蛋白 酶 部 分 水 解 组 织 , 有 助 于 蛋白 质 的 盗 解 。 在 当时 ,蛇毒 经 常 被 作为 蛋白 酶 很 
好 的 来 源 ,于 是 她 用 蛇毒 对 S-180 的 抽取 物 进行 了 处 理 。 结 果 她 意外 地 发 现 ,蛇毒 处 理 能 够 导致 抽取 物 中 





























NGE 生物 活性 的 显著 提高 。 对 照 实验 表明 , 升 高 的 生物 活性 是 从 蛇毒 中 得 到 的 ,而 不 是 来 自 S-180。 这 个 
发 现 促使 Levi-Montalcini 考虑 使 用 蛇毒 来 代替 S-180 组 织 作为 分 离 NGE 的 材料 。 

蛇毒 的 确 是 NGE 很 好 的 来 源 ,但 获取 大 量 的 蛇毒 并 非 易 事 。 于 是 ,Levi-Montalcini 想到 从 其 他 与 分 
记 蛇 毒 的 腺 体 有 关 的 组 织 中 寻找 NGE。 她 很 快 发 现 ,小 鼠 唾 液 腺 是 NGE 的 丰富 来 源 , 并 且 它 比 蛇 毒 更 容 
易 获取 。 于 是 ,纯化 NGE 的 原材料 又 转 到 了 咋 液 蛛 。 

一 个 有 趣 的 问题 是 ,存在 于 小 鼠 唾 液 腺 中 的 NGE 就 是 原来 一 直 想 从 S-180 组 织 中 得 到 的 NGE 吗 ? 
在 20 世纪 80 年 代 ,John Wagner 和 Pat D'Amore 已 经 发 现 ,一 种 称 为 酸性 成 纤维 细胞 生长 因子 (fibroblast 
growth 和 包 ctor,FGE) 的 蛋白 质 能 够 导致 PC12 细胞 (一 种 神经 元 分 化 细胞 株 ) 的 突 触 伸展 。 那 么 ,是 不 是 
S-180 产生 的 不 是 NGE 而 是 酸性 FGE 呢 ? 于 是 有 人 使 用 肝素 亲 和 层 析 柱 对 S-180 抽取 物 进行 分 离 , 结 
果 得 到 大 小 相同 的 两 个 峰 ,第 一 个 峰 洗 脱 的 位 置 与 酸性 FGEF 重 登 , 另 一 个 刚好 在 NGE 的 位 置 ! 面 对 这 样 
的 结果 ,我们 真 应 该 为 Levi-Montalcini 感到 庆幸 :如 果 她 一 直 使 用 S-180 作为 分 离 NGE 的 来 产 , 而 且 只 收 
集 第 一 个 峰 的 话 , 那 么 最 终 被 她 纯化 到 的 蛋白 质 一 定 是 酸性 的 FGF。 

如 果 阅 读 几 篇 关于 NGF 纯化 的 早期 论文 ,你 会 发 现 那 时 的 纯化 需要 很 多 步骤 ,似乎 有 点 劳民伤财 ， 
但 正 是 这 些 早期 工作 使 得 NGE 的 结构 最 终 得 到 确定 。 而 随 着 人 们 对 NGFE 结构 理解 的 深入 ,研究 者 逐 新 
设计 出 更 快速 .更 有 效 的 纯化 方案 。Mobley 建立 的 两 步 快 速 纯化 程序 就 是 基于 唾液 腺 最 初 分 讼 出 来 的 
NGEF 和 其 他 几 种 蛋白 质 分 子 形成 复合 物 的 信息 。 该 复合 物 被 称 为 7S NGF。 如 果 将 从 唾 统 腺 制备 的 抽取 
物 的 杂质 除去 ,直接 通过 羧 甲 基 纤 维 素 柱 ,几乎 没有 任何 杂 和 蛋白 能 被 除去 ,于 是 就 没有 NGE 的 富 集 。 但 如 
果 调 低 这 种 柱 的 流出 液 的 pH, 则 发 现 某 些 物质 开始 沉淀 ,7S NGE 发 生 解 离 ,形成 8-NGE。 如 果 将 溶液 调 
回 到 原来 的 第 一 次 柱 层 析 中 使 用 的 pH 和 盐 浓度 以 后 ,再 上 第 二 根 柱 ,那么 8-NGE 就 被 吸附 在 柱子 上 ,而 
大 多 数 杂 蛋白 直接 流出 。 再 经 过 高 pH 和 高 盐 深 小 洗 脱 后 ,NGE 被 洗 脱 下 来 ,其 纯度 可 达 99%。 

Levi-Montalcini 是 幸运 的 ,她 与 发 现 表 皮 生 长 因子 (EGF) 的 Stanley Cohen 同时 获得 1986 年 的 诺 贝 尔 
生理 学 或 医学 奖 。 


推荐 网 址 : 本 章 小 结 填 填 看 
1. http :Wen.wikipedia.org/wiki/Protein_purification (维基 百科 有 关 和 蛋白 质 纯化 的 内 容 ) 
2. http :Wwww.basic.northwestern.edu/biotools/proteincalc.html (美国 西北 大 学 提供 的 一 个 在 线 计 算 肽 段 性 
质 的 计算 器 ) 
3. http :Wwww-.protocol-online.org/proVMolecular_Biology/Protein/index.html (在 线 提供 各 种 生物 化 学 、 细 胞 
生物 学 和 分 子 生 物 学 等 学 科 的 研究 方法 ) 
4. http:Wexpasy.hcuge.ch (一 个 生物 信息 学 门户 网 站 ,内 有 双向 电泳 数据 库 ) 
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包 ”第 五 章 核 苷 酸 


核 苷 酸 (nucleotide) 是 一 类 极为 重要 的 生物 小 分 子 , 在 细胞 内 参与 多 项 重要 的 生物 功能 ,其 最 重要 
的 功能 无 疑 是 作为 核酸 的 基本 组 成 单位 ,为 生物 编码 遗传 信息 。 本 章 将 重点 介绍 核 苷 酸 的 化 学 结构 、 
理化 性 质 及 其 生物 学 功能 。 


第 一 他 ” 核 苷 酸 的 结构 与 组 成 


核 苷 酸 由 核 苷 (nucleoside) 和 无 机 磷酸 基 团 组 成 。 核 苷 实 为 一 种 成 糖 背 (pentoside), 由 碱 基 与 D- 
核糖 或 D- 脱氧 核糖 通过 p-N 糖苷 键 连接 而 成 。 


一 、 碱 基 

碱 基 是 核 苷 酸 中 最 重要 的 部 分 ,因为 在 核酸 分 子 中 ,编码 遗传 信息 的 是 特定 的 碱 基 序列 。 

(一 ) 碱 基 的 结构 

碱 基 也 被 称 为 含 氮 碱 基 (nitrogenous base), 它 们 是 含有 N 原子 的 味 叭 (purine) 或 喀 啶 (pyrimidine) 
的 衍生 物 。 衍 生 于 喀 啶 的 碱 基 称 为 喀 啶 碱 基 ,衍生 于 味 叭 的 碱 基 称 为 味 叭 碱 基 。 

喀 了 喧 是 一 种 六 元 的 芳香 杂 环 ,含有 2 个 N 原子 ,为 一 个 平面 结构 ; 味 叭 由 六 元 的 喀 啶 环 与 五 元 的 
国 只 环 (imidazole ring) 融合 而 成 , 环 上 共有 9 个 原子 ,其 中 有 4 个 N 原子 。 在 喀 啶 环 和 咪唑 环 之 间 有 
小 的 弯曲 , 故 味 吟 环 不 完全 在 一 个 平面 上 。 喀 啶 和 味 叭 按 IUPAC (国际 纯粹 与 应 用 化 学 联合 会 ) 命名 
法 的 原子 编号 见 图 5-1。 
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上 腺 嘎 上 岛 味 叭 人 吉 二 和 黄 味 叭 
味 叭 环 (6- 氨 基 嘲 叭 ) (2- 氨 基 -6- 氧 味 叭 ) (6- 氧 味 叭 ) (2- 氧 -6- 氧 味 叭 ) 


倍 5-1 喀 啶 环 和 呆 叭 环 的 编号 以 及 各 种 碱 基 的 化 学 结构 


(二 ) 常见 的 碱 基 

生物 体内 最 常见 的 喀 喧 碱 基 是 胞 喀 啶 (cytosine,C)、 尿 喀 啶 (uracil,U) 和 胸腺 喀 啶 (thymine,T), 胸 
腺 喀 啶 即 是 5- 甲 基 尿 喀 啶 (5-methyluracilb); 味 叭 碱 基 是 腺 味 叭 (adenine,A) 和 鸟 味 吟 (guanine,G) (图 
5-1)。RNA 和 DNA 共有 的 碱 基 是 胞 啼 啶 、 腺 味 叭 和 乌 味 叭 ,而 尿 喀 啶 通常 只 存在 于 RNA ,胸腺 喀 啶 通 
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常 只 存在 于 DNA。 但 有 时 DNA 分 子 中 也 会 有 少量 的 避 , 某 些 RNA 分 子 还 会 有 少量 的 T( 如 tRNA)。 

(三 ) 修饰 碱 基 

除了 以 上 5 种 常见 的 碱 基 以 外 ,机 体内 还 存在 着 上 百 种 以 上 的 修饰 碱 基 , 这 些 修饰 碱 基 有 的 很 
少见 ,但 多 为 5 种 常见 碱 基 的 修饰 产物 或 代谢 产物 ,例如 5- 甲 基 胞 喀 啶 .5- 羟 甲 基 胞 喀 啶 次 黄 味 叭 
(hypoxanthine)、 黄 味 叭 (xanthine) 尿 酸 (uric acid) 和 二 氧 尿 喀 喧 (dihydrouracil)。 这 些 修饰 碱 基 中 ,5- 
甲 基 胞 喀 啶 特别 重要 ,如 果 它 出 现在 真 核 生物 的 基因 组 DNA 上 ,可 抑制 特定 基因 的 表达 ,从 而 在 一 个 
基因 序列 不 变 的 情况 下 改变 生物 的 表 型 。 因 此 ,5- 甲 基 胞 喀 啶 有 时 被 视 为 DNA 分 子 上 的 第 五 个 碱 基 。 
茶叶 中 的 有 效 成 分 一 一 茶 碱 (theobromine) 和 咖啡 中 的 有 效 成 分 一 一 咖啡 因 (caffeine) 都 属于 味 叭 碱 基 
(图 5-2)。 这 两 种 天 然 的 味 叭 碱 基 在 体内 能 够 加 强 肾 上 腺 素 的 作用 ,因而 具有 兴奋 之 效 ( 参 看 第 十 七 章 
“激素 及 其 受 体 介 导 的 信和 号 转 导 ”)。 

(四 ) 碱 基 的 性 质 

1. 水 溶性 差 

这 与 其 芳香 族 的 朴 水 性 杂 环 结构 有 关 。 碱 基 的 朴 水 性 质 对 于 DNA 形成 稳定 的 双 螺 旋 结 构 非 常 
重要 。 
CE EN 
人 喀 啶 环 和 嗓 聆 环 的 芳香 族 性 质 以 及 环 上 取代 基 
团 (羟基 和 氨基 ) 的 富 电子 性 质 致使 它们 在 溶液 中 ,能 
够 发 生 酮 式 (keto)- 烯 醇 式 (enol) 或 氨基 式 - 亚 氨 基 
党 式 的 互 变异 构 (tautomeric shift) (图 5-3)。 虽 然 碱 基 的 
这 两 种 异 构 体 是 可 以 相互 转变 的 ,但 在 体内 的 主要 形 
式 为 更 稳定 的 酮 式 。 这 一 点 对 于 在 DNA 双 螺 旋 结 构 
中 形成 正确 的 碱 基 配 对 十 分 关键 。 

3. 酸 碱 解 离 

碱 基 上 含有 可 解 离 的 酸 碱 基 团 ,这 些 基 团 的 pKa 
不 一 样 。 在 中 性 pH 下 , 碱 基 主 要 以 内 酰胺 形式 存在 。 
O) 尿 喀 喧 的 NI1 和 N3 的 pK, 均 超 过 8 ;与 此 相 比 , 胞 喀 

NH; NH 喧 的 N3 的 pK. 为 4.5。 各 个 基 团 的 pK. 决定 了 在 生理 

记 NS 下 Te pH 下 质子 是 否 与 环 上 的 各 个 N 原子 结合 ,而 结合 与 
LOLWY LU WY  。 否 又 决定 了 这 些 N 原子 能 作为 氢 刍 的 供 体 还 是 受 体 。 
8 

氨基 式 (99.99%) 亚 氮 基 式 (0.01%) 





酮 式 (99.99%0) 烯 醇 式 (0.01%) 


究竟 是 作为 氢 键 受 体 还 是 供 体 将 直接 决定 核酸 分 子 
中 碱 基 配对 的 性 质 ,这 是 双 螺 旋 结构 形成 的 基础 ,对 
于 核酸 的 生物 学 功能 至 关 重 要 (参看 下 一 章 * 核 酸 的 
图 5-3 允 的 E 变 8 构 结构 与 功能 * 

4. 强烈 的 紫外 吸收 

碱 基 杂 环 上 的 共 辑 双 键 造 成 碱 基 对 于 紫外 线 具有 强烈 的 吸收 能 力 ,其 最 大 吸收 值 在 260 nm。 此 


性 质 可 用 来 定性 或 定量 测定 碱 基 和 含有 碱 基 的 化 合 物 ( 核 苷 酸 和 核酸 )。 


二 、 核 苷 

(一 ) 核 背 的 结构 

核 背 (nucleoside) 是 由 戊 糖 和 碱 基 通 过 j-N- 糖苷 键 形成 的 糖苷, 糖苷 键 由 成 糖 的 异 头 体 C 原 
子 与 喀 啶 碱 基 的 N1 或 味 叭 碱 基 的 N9 形成 (图 5-4)。 核 昔 中 的 成 彤 有 D- 核糖 和 2- 脱氧 -D- 核糖 
两 种 ,它们 都 以 叶 喃 型 环 状 结构 存在 (参看 第 十 五 章 “ 糖 类 ”)。 其 中 由 核糖 形成 的 核 苷 叫做 核糖 核 苷 
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伟 5-2 茶 碱 和 咖啡 因 的 化 
学 结构 


各 个 碱 基 的 pK。 与 
各 个 氨基 酸 残 基 的 pK, 有 何 
差别 ? 这 种 差别 对 核酸 和 有 蛋 
白质 的 功能 带 来 什么 影响 ? 


喀 啶 碱 基 和 味 叭 碱 
基 相 比 , 哪 一 种 的 紫外 吸收 能 
力 更 强 ? 
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(GTEE 珍 “'" 在 英文 中 怎么 
读 ? 


图 5-5 顺 式 核 苷 和 反 式 核 苷 
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鸟 背 胞 背 尿 苷 


(ribonucleoside), 由 脱氧 核糖 形成 的 核 苷 叫做 脱氧 核 苷 (deoxyribonucleoside)。 为 了 避免 叶 喃 糖 环 与 碱 
基 环 在 原子 的 编号 上 出 现 混 消 ,需要 在 叶 喃 环 上 各 原子 编号 的 阿拉 伯 数 字 后 加 ””。 

核糖 上 的 2 - 羟基 是 否 存在 似乎 是 很 小 的 差别 ,但 它 对 于 核酸 的 二 级 结构 以 及 核酸 对 碱 水 解 和 酶 
促 水 解 的 敏感 性 则 会 产生 巨大 的 影响 (参看 第 七 章 “核酸 的 性 质 及 研究 方法 ”)。 

(二 ) 核 苷 的 构象 

在 核 苷 中 , 碱 基 在 糖苷 键 上 的 旋转 受到 空间 位 阻 (特别 是 C2" 上 的 H) 的 限制 。 结 果 核 苷 和 核 苷 酸 
能 以 两 种 构象 存在 , 即 顺 式 (syn) 和 反 式 (anti) (图 $-5)。 顺 式 核 苷 的 碱 基 与 成 糖 环 在 同一 个 方向 , 反 
式 核 苷 的 碱 基 与 戊 糖 环 在 相反 的 方向 。 

由 于 喀 喧 环 02 和 戊 糖 环 C$' 之 间 的 空间 位 阻 , 喀 啶 核 苷 的 构象 通常 为 反 式 。 味 叭 核 苷 可 采取 两 
种 构象 ,但 无 论 是 哪 一 种 ,大 致 呈 平 面 的 叶 喃 糖 环 和 碱 基 环 不 是 共 平 面 的 ,而 是 相互 间 近似 垂直 。 自 
由 的 味 叭 核 苷 (特别 是 乌 苷 ) 更 容易 形成 顺 式 构象 ,但 在 DNA 或 RNA 双 螺 旋 中 , 味 叭 核 苷 主要 以 反 式 
构象 存在 。 

(三 ) 常见 的 核 苷 

常见 的 核 背 由 常见 的 碱 基 与 核糖 或 脱氧 核糖 组 成 。 核 糖 核 苷 有 腺 苷 (adenosine). 鸟 苷 (guanosine)、 
胞 苷 (cytodine) 和 尿 苷 (uridine); 脱氧 核糖 核 苷 有 脱氧 腺 苷 (deoxyadenosine) 脱氧 鸟 苷 (deoxyguanosine)、 
脱氧 胞 蔡 (deoxycytodine) 和 脱氧 胸 苷 (thymidine)。 

(四 ) 修饰 核 苷 

修饰 核 苷 主要 是 指 由 修饰 碱 基 与 戊 糖 组 成 的 核 苷 ,也 包括 核糖 环 被 修饰 的 核 苷 以 及 少数 不 是 以 N- 
糖苷 键 相 连 的 核 苷 ,例如 在 假 尿 苷 (pseudo-uridine, 炎 ) 中 , 尿 喀 啶 碱 基 和 核糖 以 C 一 C 键 相连 (图 5-6)。 修 
饰 核 背 通常 存在 于 RNA 分 子 上 ,尤其 是 tRNA 和 TRNA。 

(五 ) 核 苷 的 性 质 

核 苷 的 水 溶性 要 比 自由 的 碱 基 高 得 多 ,这 与 核糖 基 的 高 度 亲 水 性 有 关 。 与 糖 音 一 样 , 核 苷 在 碱 性 


CH O 

HiC、 NT NA ， 
HN S S HIN 六 从 核糖 HN 

机 7 人 Y 有 儿 司 由 呈 

核 精 核糖 核糖 再 核糖 

次 黄 苷 1- 甲 基 鸟 音 7- 甲 基 鸟 昔 假 尿 音 二 氢 尿 背 
次 黄 味 叭 + 核糖 。 1- 甲 基 鸟 顺 叭 + 核糖 7- 甲 基 鸟 嘎 叭 + 核糖 ”” 假 尿 喀 啶 + 核糖 ”二 氨 尿 哮 啶 + 核 精 

Cn G) mn G) (到 ) (D) 


5-6 5 种 修饰 的 核 苷 
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三 、 核 苷 酸 
(一 ) 核 痛 酸 的 结构 


核 苷 酸 是 核 背 的 成 糖 羟基 发 生 磷酸 化 反应 而 形成 的 磷酸 酯 。 其 中 核糖 核 苷 的 磷酸 酯 为 核糖 核 昔 
酸 (ribonucleotide), 脱 氧 核 昔 的 磷酸 酯 为 脱氧 核 苷 酸 (deoxyribonucleotide)。 理 论 上 , 核 苷 的 5 -OH,.3'-OH 
和 2 -OH 均 可 以 发 生 磷 酸化 ,而 分 别 形 成 核 苷 -5'- 磷酸 、 核 苷 -3'- 磷酸 和 核 苷 -2'- 磷酸 。 但 是 , 自 
然 界 的 核 苷 酸 多 为 核 苷 -3'- 磷酸 。 常 见 的 核 苷 酸 与 核 音 的 名 称 和 结构 见 表 5-1 和 图 5-7。 


m 表 5-1 常见 的 核 苷 和 核 苷 酸 





核糖 核 苷 腺 苷 鸟 背 胞 昔 尿 苷 
脱氧 核 苷 脱氧 腺 背 脱氧 鸟 背 脱氧 胞 蔡 脱氧 胸 苷 
核糖 核 苷 酸 腺 苷 酸 (AMP) 鸟 昔 酸 (CGMP) 胞 苷 酸 (CMP) 尿 苷 酸 (UMP) 
脱氧 核 苷 酸 脱氧 腺 苷 酸 脱氧 鸟 苷 酸 脱氧 胞 苷 酸 脱氧 胸 苷 酸 
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尿 昔 -5' 一 单 磷 酸 胞 背 -5'- 单 磷酸 腺 苷 -3' 一 单 磷酸 
(UMP) (CMP) (3 一 AMP) 


磷酸 。 

(二 ) 核 背 单 磷酸 、 核 苷 二 磷酸 和 核 苷 三 磷酸 

核 苷 单 磷酸 (nucleoside monophosphate,NMP) 是 指 核 苷 的 单 磷酸 酯 。 核 背 单 磷酸 还 可 以 通过 两 次 
成 酥 反 应 ,分 别 形成 核 音 二 磷酸 (nucleoside diphosphate,NDP) 和 核 昔 三 磷酸 (nucleoside triphosphate， 
NTP) (图 5-8)。 为 了 将 核 苷 二 磷酸 和 核 苷 三 磷酸 上 不 同 的 磷酸 根 区 分 开 来 ,将 直接 与 戊 糖 9 - 羟基 相 
连 的 磷酸 基 团 定 为 x 磷酸 ,其 余 两 个 磷酸 基 团 从 里 到 外 依次 称 为 5 磷酸 和 ?磷酸 。 

(三 ) 核 昔 酸 的 英文 缩写 

通常 用 英文 缩写 表示 各 种 形式 的 核 苷 酸 , 以 NMP(rNMP)、NDP(rNDP) 和 NTP(rNTP) 分 别 表 示 核 
糖 核 苷 单 磷酸 、 核 糖 核 苷 二 磷酸 和 核糖 核 苷 三 磷酸 ,rz 可 以 被 省 掉 ;dNMP、dNDP 和 dNTP 分 别 表示 脱 
氧 核 苷 单 磷酸 、 脱 氧 核 昔 二 磷酸 和 脱氧 核 苷 三 磷酸 。 遇 到 具体 的 核 苷 酸 , 使 用 碱 基 首 字母 代替 N。 例 
如 ATP 和 dATP 分 别 表示 腺 苷 三 磷酸 和 脱氧 腺 苷 三 磷酸 ,CDP 和 dCMP 分 别 表示 胞 苷 二 磷酸 和 脱氧 
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胞 苷 单 磷酸 ,IMP 表示 次 黄 苷 单 磷酸 。 

(四 ) 环 核 苷 酸 

某 些 核 苷 三 磷酸 在 特定 的 条 件 下 , 受 环 化 酶 的 催化 ,形成 环 核 苷 酸 ,在 细胞 中 作为 第 二 信使 ， 
例如 3 ,5'- 环 腺 苷 酸 (cyclic AMP,cAMP).3' ,5'- 环 乌 苷 酸 (eyclic GMP,cGMP) 和 环 二 鸟 苷 酸 
(cyclic diguanylate,c-di-GMP) (图 5-9)。 其 中 cAMP 既 可 以 在 细菌 体内 作为 一 种 第 二 信使 ,激活 
多 种 与 糖 类 分 解 代 谢 有 关 的 基因 表达 (参看 第 四 十 二 章 “ 原 核 生 物 的 基因 表达 调控 ”); 也 可 以 在 
高 等 生物 体内 与 cGMP 一 样 , 作 为 多 种 激素 的 第 二 信使 (参看 第 十 七 章 “ 激 素 及 其 受 体 介 导 的 信 
号 转 导 ”)。ce-di-CMP 则 在 多 种 细菌 中 作为 第 二 信使 ,参与 调节 生物 薄膜 (biofilm) 的 形成 和 致 病 
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侠 5-9 环 腺 音 酸 、 环 鸟 苷 酸 和 环 二 鸟 背 酸 的 化 学 结构 
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(五 ) 核 苷 酸 的 构象 

核 苷 酸 的 构象 不 是 固定 不 变 的 , 它 也 具有 一 定 的 柔性 。 具 体 表现 如 下 : 

(1) 核 昔 酸 分 子 上 C-O-P 内 的 单 键 可 以 旋转 。 

(2) 一 个 核 苷 酸 具 有 7 个 捏 角 , 即 w\B、yY、 5 es 和 X。 其 中 X 在 碱 基 和 核糖 之 间 ,其 值 受 到 很 大 
的 限制 (图 5-10)。 

(3) 脱氧 核糖 环 不 是 平坦 的 ,而 是 形成 一 定 的 折 皱 ,共有 3'- 内 (3'-endo) 2 - 内 (2 -endo)、3'- 
内 /2'- 外 (3'-endo/2'-exo) 和 2'- 内 /3'- 外 (2'-endo/3'-exo) 等 4 种 形式 (图 5-11)。 不 同 的 折 皱 影响 
到 $ -0H,3'-OH 上 磷酸 根 的 位 置 。 


5 3 碱 基 5 碱 基 
3 
碱 基 
和 4 际 1 4 O 了 2 
Cl ， 
SN 及 3/- 内 3 全 内 ,2 人 -外 
04， c2， 
\ 人 2 碱 基 5 区 碱 基 
P- 仁 o5' 他 9 -人 os 全 
7 O 1 4' O 1， 
C 站 过 二 6 有 E 本 3 
2,- 内 2 一 内 ,3 一 外 
图 5-10 核 肖 酸 的 7 个 扭 角 余 5-11 陪 气 核 环 的 折 委 


(4) N 糖苷 键 有 顺 式 和 反 式 ( 详 见 核 背 的 结构 )。 

(六 ) 核 苷 酸 的 理化 性 质 

核 苷 酸 的 某 些 性 质 由 碱 基 决 定 , 例 如 紫外 吸收 ` 互 变异 构 ; 某 些 性 质 由 核糖 或 脱氧 核糖 决定 ,例如 
易 溶 于 水 和 具有 旋光 性 ; 某 些 性 质 由 磷酸 基 团 和 碱 基 共 同 决定 的 ,例如 核 苷 酸 的 两 性 解 离 和 具有 等 电 
点 ; 某 些 性 质 与 N 糖苷 键 有 关 , 如 核 苷 酸 特别 是 味 叭 核 背 酸 在 酸性 溶液 中 不 稳定 , 易 发 生 脱 碱 基 反 应 


第 二 节 ” 核 苷 酸 的 功能 


核 苷 酸 的 生物 功能 主要 包括 以 下 几 个 方面 : 

(1) 作为 核酸 合成 的 前 体 ,其 中 NTP 和 dNTP 分 别 是 RNA 和 DNA 合成 的 前 体 。 

(2) 充当 能 量 货币 ,驱动 细胞 内 各 种 需 能 反应 。 其 中 ,ATP 是 细胞 最 通用 的 能 量 货币 ,有 时 细胞 也 
使 用 UTP ( 糖 原 合成 时 所 需要 ).CTP (磷脂 合成 时 所 需要 ) 和 GTP (蛋白质 合 成 时 所 需要 )。 

(3) 参与 细胞 的 信号 转 导 。 例 如 ,ecAMP 和 cGMP 作为 某 些 激素 的 第 二 信使 , 鸟 苷 酸 能 够 调节 G 和 蛋 
白 的 活性 (参看 第 十 七 章 “激素 及 其 受 体 介 导 的 信号 转 导 ”)。 

(4) 作为 其 他 物质 的 前 体 或 辅酶 / 辅 基 的 成 分 ,如 ADP 为 辅酶 I 和 开 的 组 分 , 鸟 音 酸 作为 工 组 内 
含 子 (group I intron) 核 酶 的 辅酶 。 

(5) 转变 成 一 些 特 殊 的 活化 中 间 物 ,参与 体内 某 些 物 质 的 合成 。 例 如 ,UDP - 葡萄 糖 和 CDP - 乙 
醇 胺 分 别 参与 糖 原 和 磷脂 酰 乙 醇 胺 的 合成 ;S - 腺 苷 甲 硫 氨 酸 (S-adenosylmethionine,SAM) 作为 甲 基 供 
体 , 参 与 RNA 和 DNA 的 甲 基 化 修饰 反应 

(6) 作为 某 些 酶 的 别 构 效 应 物 参 与 代谢 的 订 节 节 。 例 如 ,ATP 为 磷酸 果糖 激酶 -1 的 负 别 构 效应 物 
抑制 糖 醇 解 ,AMP 作为 糖 原 磷酸 化 酶 的 正 别 构 效 应 物 激活 糖 原 的 分 解 (参见 第 二 十 二 章 “ 糖 酵 解 ”和 
第 二 十 七 章 “ 糖 原 代谢 ”)。 
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框 5-1 生化 热点 一 一生 命 系统 中 的 砷 可 以 完全 取代 磷 吗 ? 

一 直 以 来 ,我 们 对 组 成 生命 物质 基本 元 素 的 认识 都 是 六 大 元 素 一 -CH、O NS、P。 我 们 也 一 直 
认为 , 磷 在 生命 活动 中 的 重要 性 几乎 是 不 可 替代 的 。 生 命 系 统 普遍 使 用 的 通用 “能 量 货币 ”一 - ATP 
绝对 需要 磷 元 素 ;生命 的 遗传 物质 DNA 就 是 靠 磷酸 二 酯 键 把 无 数 个 核 音 酸 串联 起 来 的 ;细胞 内 的 各 种 
信号 转 导 通路 最 后 基本 上 都 是 靠 蛋白 质 的 磷酸 化 修饰 来 起 作用 的 ;还 有 ,组 成 生物 膜 的 重要 成 分 磷脂 
也 需要 磷 。 

然而 ,2010 年 12 月 2 日 ,Felisa Wolfe-Simon 在 Science 上 发 表 的 一 篇 引起 广泛 争议 的 题 为 “一 种 细菌 
能 在 用 砷 取代 了 磷 的 环境 下 生长 ”(A Bacterium That Can Grow by Using Arsenic Instead of Phosphorus) 的 
论文 可 以 说 颠覆 了 这 一 传统 认识 。 

Scienrce 上 报道 的 这 项 由 美国 NASA 资助 .由 航天 生物 研究 所 Felisa 主持 的 研究 发 现 , 在 一 些 极端 环 
境 下 ,个 别 微生物 能 够 利用 砷 取代 磷 的 所 有 功能 。 他 们 从 美国 加 利 福 尼 亚 州 的 莫 诺 湖 (Mono lake) 内 ， 
成 功 分 离 出 一 种 单 胞 体 细菌 (Halomonadaceae), 该 湖 内 的 湖水 盐 度 和 碱 度 极 高 ,也 是 世界 上 天 然 水 体 里 
砷 含量 最 高 的 地 方 之 一 ,这 种 极端 的 生境 造就 了 不 少 耐 受 极端 环境 的 生物 。 而 Felisa 在 湖底 发 现 并 在 
实验 室 成 功 培育 的 GFAJ-1 菌株 , 比 单纯 耐 受 环境 更 向 前 进 了 一 步 ,对 大 多 数 生物 有 毒 的 砷 ,能 被 它 用 
来 作为 磷 的 替代 物 成 为 细胞 的 基本 元 素 , 即 完全 可 以 利用 砷 取代 磷 在 生命 活动 中 扮演 很 多 重要 功能 。 
放射 性 同位 素 标记 证 实 了 GEAJ-1 用 砷 组 成 自身 ,因此 这 株 细菌 在 某 种 程度 上 说 是 一 种 “ 砷 基 生命 " (图 
5 一 12)。 

GEFAJ 的 意思 是 “Give Felisa a Job”,EFelisa Wolfe-Simon 以 这 么 有 趣 的 方式 来 命名 她 的 菌株 。 的 确 ， 
这 种 特殊 的 细菌 给 了 Felisa 一 份 直 履 性 的 工作 ,但 也 给 了 我 们 一 次 机 会 重新 审视 生命 。 在 元 素 周期 表 里 ， 
5_12 Mono 湖 动 的 Feisa 。。 砷 排 在 磷 的 下 面 ,这 种 元 素 同样 也 主要 存在 于 矿石 中 ,不 过 也 有 天 然 游 离 的 形式 , 且 并 不 比 磷 更 难 利用 ， 
Wolfe Simon 和 显微镜 下 的 甚至 在 一 些 地 方 比 磷 更 丰富 一 “比如 莫 诺 湖 。 其 实 砷 之 所 以 有 毒 ,就 是 因为 它 太 容易 被 生物 错 用 : 砷 作 
为 和 隧 类 似 的 物质 ,时 常 参与 到 生物 的 代谢 反应 中 ,常温 下 AMP 需要 酶 促 反应 才能 生成 ,而 AMAs( 单 
砷 酸 腺 昔 ) 很 容易 自动 生成 。 因 为 由 砷 组 成 的 物质 干扰 了 本 该 由 磷 来 参与 的 生命 过 程 ,所 以 才 有 毒 ,如 
而 霜 。 
通常 条 件 下 ,生物 体 并 不 能 接受 砷 作为 生命 的 一 大 元 素 。 原 因 是 常温 下 , 砷 的 化 合 物 过 于 活泼 ,不 如 
磷 化 合 物 稳定 ,如 果 DNA 分 子 里 面 有 砷 酸 用 作 连 接 物 ,DNA 链 就 很 容易 从 砷 酸 那 里 断裂 。 可 是 ,GEAJ-1 
菌株 ,作为 一 种 罕见 的 嗜 极 细菌 ,做 到 了 把 砷 安全 地 利用 起 来 : 它 也 许 并 没有 把 细胞 中 的 磷 全 部 蔡 换 为 砷 ， 
但 它们 含有 砷 酸 的 DNA 甚至 经 受 了 实验 室 提取 的 一 系列 过 程 的 考验 ,在 对 基因 组 进行 详细 分 析 之 前 , 暂 
时 还 不 知道 它们 是 怎么 做 到 的 。 
其 实 ,在 莫 诺 湖 发 现 利用 砷 的 生物 已 经 不 是 新 闻 。 早 在 2008 年 ,就 有 人 发 现 了 用 光 能 氧化 亚 砷 酸 ， 
而 不 是 光 解 水 来 进行 光合 作用 的 细菌 。 不 过 这 种 细菌 只 是 将 砷 的 化 合 物 作为 光 反 应 中 的 电子 供 体 来 固定 
二 氧化 碳 ,但 是 这 次 发 现 的 SFAJ-! 菌株 却 在 用 砷 组 成 自身 的 各 种 关键 分 子 ,因此 被 称 作 “ 砷 基 生 命 " 而 
引起 了 学 术 界 的 达 动 。GFAJ-1 的 不 同 之 处 在 于 , 它 第 一 个 证 实 了 生命 必需 的 元 素 可 以 被 替代 的 想法 , 因 
此 ,那些 过 去 被 描述 为 “不 适合 生命 "的 外 星 环境 ,也 许 需要 重新 审视 ,它们 也 许 对 于 那个 地 方 的 “ 士 著 生 
命 " 来 说 是 一 片 沃土。 
科学 家 们 推测 这 些 以 砷 为 生 的 生命 说 不 定 就 是 我 们 这 颗 星 球 上 很 古老 的 居民 。 在 地 球 上 的 磷 
还 没有 被 生物 圈 搬 运 到 全 世界 的 时 候 ,也 许 很 多 地 方 的 生物 只 能 靠 砷 吃饭 ,用 亚 砷 酸 来 进行 光合 作 
用 的 生物 也 许 也 比 现 代 我 们 熟悉 的 光合 有 机 体 出 现 得 早 。 如 果 原 始 地 球 是 这 样 一 种 景象 ,那么 外 星 
球 呢 ? 人 们 认为 砷 基 生 命 的 结构 不 稳定 ,只 是 在 地 球 上 的 温度 条 件 下 ,而 在 -180% 的 士 卫 六 的 情况 又 
如 何 呢 ? 
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那些 “不 适合 生物 生存 ”的 星球 也 许 上 只 是 由 于 我 们 认识 局 限 的 一 霜 情 愿 ,至 少 在 今天 ,我 们 知道 生物 
学 家 们 长 期 以 来 熟悉 的 地 球 生命 六 大 元 素 就 有 可 能 被 取代 。 “科学 始 于 当 你 不 相信 专家 之 时 。 NASA 发 
布 会 上 的 一 位 嘉宾 这 样 说 。 

然而 ,在 Eelisa 的 论文 发 表 一 年 以 后 ,加 拿 大 微生物 学 家 Rosie Redfield 在 2012 年 1 月 20 日 声称 ， 
以 她 为 首 的 研究 小 组 没有 成 功 地 重复 出 Felisa 的 实验 结果 。 本 人 也 曾经 冒昧 地 给 Felisa 发 过 email, 询 问 
GEFAJ=-1 的 进展 ,但 没有 得 到 她 的 回复 。 目 前 有 关 GEFAJ-1 的 争议 还 在 继续 进行 之 中 ,让 我 们 厨 心地 等 待 着 
最 终 的 定论 ! 


(7) 调节 基因 表达 。 例 如 ,细菌 在 氨基 酸 饥 俄 的 时 候 , 产 生 乌 苷 -5'- 二 磷酸 -3'- 二 磷酸 (ppGpp) 
和 乌 苷 -5 - 三 磷酸 -3'- 二 磷酸 (pppGpp), 以 此 来 调节 基因 的 表达 ,诱发 大 肠 杆 菌 的 严 紧 反 应 (stringent 
response) (参看 第 四 寸 二 章 “原核 生物 的 基因 表达 调控 ” 沁 


推荐 网 址 : 

1.， http :Wusers.rcn.comy/jkimball.ma.ultranetBiologyPages/NVNucleotides.html( 内 有 核 苷 酸 相关 内 容 ,简单 
实用 ) 

2. http :Wwww.basic.northwestern.edu/biotools/OligoCalc.htm (美国 西北 大 学 提供 的 一 个 在 线 计 算 寡 核 苷 
酸性 质 的 计算 器 ) 
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本 章 小 结 填 填 看 


89 


90 


名 第 六 章 核酸 的 结构 与 功能 


核酸 即 多 聚 核 苷 酸 ,是 由 多 个 核 背 酸 通 过 3' ,35'- 磷酸 二 酯 键 相连 的 多 聚 物 , 可 分 为 核糖 核酸 
(RNA) 和 脱氧 核糖 核酸 (DNA) 两 类 ,其 中 DNA 是 生物 体 主 要 的 遗传 物质 ,只 有 少数 病毒 以 RNA 为 遗 
传 物质 。DNA 能 作为 遗传 物质 与 其 结构 是 分 不 开 的 ,其 一 级 结构 贮存 遗传 信息 ,二 级 结构 有 助 于 遗传 
物质 的 复制 转录、 重组 和 修复 。 与 DNA 单一 的 功能 相 比 ,RNA 则 是 一 个 多 面 手 ,其 功能 是 多 方面 的 ， 
除了 作为 某 些 病毒 的 遗传 物质 , 它 还 可 以 在 基因 表达 中 起 主导 作用 ,甚至 还 可 以 作为 酶 起 催化 作用 。 
RNA 功能 的 多 样 性 与 其 复杂 多 变 的 结构 有 关 。 

本 章 将 重点 介绍 核酸 的 一 级 结构 二 级 结构 和 三 级 结构 ,特别 是 DNA 的 二 级 结构 ,此 外 ,还 会 对 
核酸 和 蛋白质 形 成 的 复合 物 做 一 般 介 绍 。 


第 一 入” 核酸 的 分 类 


核酸 的 基本 组 成 单位 是 单 核 苷 酸 。 构 成 DNA 和 RNA 的 单 核 苷 酸 分 别 是 脱氧 核 芽 酸 和 核糖 核 
苷 酸 。 

核 灶 核 苷 酸 含 有 2 -OH, 因 此 在 理论 上 ,多 聚 核糖 核 苷 酸 还 有 另外 一 种 连接 方式 , 即 2 ,5'- 磷酸 
二 酯 键 连接 。 然 而 ,在 自然 界 很 难 找到 以 这 种 方式 连接 的 多 聚 核 昔 酸 。 不 过 ,高 等 动物 体内 的 干扰 素 
(Cinterferon) 在 作用 的 时 候 , 可 诱导 葛 细胞 合成 一 种 以 2 ,3 - 磷酸 二 酯 键 连接 的 多 聚 腺 苷 酸 。 

RNA 与 DNA 主要 有 三 大 差别 ( 表 6-1): 


~ 表 6-1 DNA 和 RNA 的 结构 异同 





性 质 RNA DNA 
戊 糖 D- 核糖 2'-D- 脱氧 核糖 
碱 基 第 四 个 碱 基 通常 是 U 第 四 个 碱 基 通常 是 T 
多 聚 核 苷 酸 链 的 数目 多 为 单 链 多 为 双 链 
在 细胞 内 的 双 螺旋 A 型 B 型 和 Z 型 
种 类 多 种 只 有 一 种 
功能 功能 多 样 只 有 一 种 功能 , 即 充当 遗传 物质 
碱 溶 液 下 的 稳定 性 不 稳定 ,很 容易 水 解 稳定 


(1) RNA 分 子 中 的 成 糖 是 核糖 ,而 DNA 分 子 中 的 成 糖 是 脱氧 核糖 ”这 项 差别 对 于 两 类 核酸 各 自 
的 结构 与 功能 具有 重大 的 影响 ,也 是 我 们 判断 一 种 核酸 是 RNA 还 是 DNA 的 唯一 标准 。DNA 因为 是 
脱氧 核糖 ,缺乏 反应 性 的 亲 核 基 团 一 一 2 -OH, 降 低 了 磷酸 二 酯 键 自发 水 解 的 速率 ,提高 了 DNA 的 稳 
定性 ,这 对 于 遗传 物质 至 关 重 要 。RNA 中 的 核糖 带 有 2 -OH,2'-OH 的 亲 核 性 使 其 很 不 稳定 ,容易 发 
生 水 解 ,特别 是 在 碱 性 溶液 里 。 这 使 得 RNA 并 不 适合 充当 遗传 物质 ,但 却 适 合 在 细胞 里 充当 和 蛋白质 
合成 的 模板 (mRNA) 一 一 在 需要 的 时 候 被 转录 出 来 ,在 不 需要 的 时 候 可 迅速 降解 。 当 然 , 在 细胞 内 有 
多 种 不 同类 型 的 RNA ,它们 的 稳定 性 是 不 一 样 的 , 像 TRNA 和 rRNA 就 特别 稳定 。tRNA 和 TRNA 之 所 
以 特别 稳定 ,原因 一 方面 是 它们 在 细胞 里 不 断 地 被 循环 使 用 ,细胞 需要 它们 稳定 ; 另 一 方面 是 它们 的 
很 多 2 -OH 发 生 了 甲 基 化 修饰 ,而 大 大 降低 了 2-0 的 反应 性 。RNA 带 有 2' -OH 还 有 一 个 用 处 ,就 是 
使 其 能 够 利用 羟基 的 亲 核 进攻 性 ,作为 酶 催化 一 些 重要 的 生化 反应 (参看 第 十 一 章 “ 核 酶 的 结构 与 





功能 ”)。 

(2) RNA 的 第 四 个 碱 基 通 常 是 U, 而 DNA 的 第 四 个 碱 基 通 常 是 T 这 项 差别 不 是 绝对 的 ,因为 
有 的 RNA 分 子 中 也 含有 少量 的 T, 而 DNA 分 子 中 经 常 含有 少量 的 U。RNA 分 子 中 的 了 是 由 转录 出 
来 的 发 生 甲 基 化 修饰 产生 的 。DNA 分 子 上 的 总 则 有 两 种 机 制 可 以 产生 :一 是 因为 细胞 中 有 少量 
的 dUTP, 它 在 DNA 复制 的 时 候 , 有 可 能 代替 T 而 直接 参 人 到 新 合成 的 DNA 链 上 ,二 是 DNA 分 子 上 
的 C 自发 地 脱 氮 基 而 变 成 U。 无 论 是 哪 一 种 途径 产生 的 U ,只 要 出 现在 DNA 分 子 上 ,就 会 被 细胞 内 的 
DNA 修复 系统 视 为 损伤 而 很 快 将 其 修复 一 一 在 复制 中 参 入 的 会 被 修复 成 了 ,由 C 变 来 的 U 则 被 修 
复 成 C( 参 看 第 三 十 四 章 “DNA 损伤 修复 和 突变 ”)。 显 然 要 让 修复 系统 能 正确 地 行使 功能 ,这 些 “ 坏 U” 
必须 能 够 被 及 时 发 现 。 如 果 DNA 分 子 中 的 第 四 个 碱 基 也 是 U, 那 这 些 U 就 属于 "好 U”。 在 一 个 DNA 
分 子 上 同时 出 现 “ 坏 U” 和 “好 U7” 的 情况 下 ,修复 系统 是 区 分 不 了 的 ,更 谈 不 上 修复 了 。 因 此 ,DNA 分 
子 中 的 第 四 个 碱 基 用 T 代 替 ,等 于 是 打上 一 种 标记 ,可 让 修复 系统 能 够 及 时 发 现 那些 错误 的 U 并 将 
它们 修复 ,从 而 有 效 防止 了 C 一 的 突变 。 


框 6-1 生化 聚焦 一 -DNA 分 子 一 定 没 有 “你 ”(U) 吗 ? 

DNA 分 子 上 一 般 是 不 允许 有 立 的 ,若是 出 现 口 ,细胞 内 的 修复 系统 会 将 其 视 为 损伤 ,迟早 将 其 切除 ， 
然后 换 成 与 互补 链 碱 基 相 配对 的 碱 基 。U 如 果 是 由 C 脱 氨 基 变 来 的 ,就 换 成 C;U 如 果 是 在 DNA 复制 中 
直接 参 人 的 ,就 换 成 T。 但 事实 并 非 总 是 如 此 ,迄今 为 止 ,已 发 现 某 些 噬菌体 的 DNA 完全 用 代替 工 ,此 
外 , 某 些 生物 在 发 育 的 某 个 阶段 ,会 故意 让 细胞 内 DNA 在 复制 的 时 候 , 参 人 更 多 的 避 , 这 两 种 情况 的 出 现 
对 于 相关 生物 肯定 具有 某 种 进化 上 的 优势 。 

在 DNA 基因 组 上 完全 用 立 取 代 工 的 一 个 典型 例子 就 是 枯草 杆菌 的 PBS2 喉 菌 体 , 这 种 叭 菌 体 为 了 
证 它 的 基因 组 DNA 能 稳定 地 参 人 U, 一 方面 通过 自身 编码 的 一 些 酶 ,改造 宿主 细胞 内 的 核 苷 酸 合成 代谢 
途径 ,以 提高 宿主 细胞 内 dUTP 的 量 , 另 一 方面 是 编码 一 种 蛋白 质 抑制 剂 ,专门 抑制 宿主 细胞 内 用 来 切除 
DNA 分 子 上 U 的 尿 喀 啶 -DNA 糖苷 酶 。 那 么 ,PBS2 喉 著 体 用 总 代替 工 有 什么 好 处 呢 ? 这 应 该 是 有 利 
于 保护 它 的 基因 组 DNA, 使 其 免 受 宿主 细胞 编码 的 限制 性 内 切 酶 的 水 解 。 

含有 总 的 DNA 还 可 能 在 完全 变态 昆虫 的 发 育 过 程 中 起 重要 作用 。 这 些 昆 虫 ( 如 蝴蝶 ) 在 生活 周 
期 经 历 化 晴 , 它们 缺乏 编码 尿 喀 啶 -DNA 糖 背 酶 的 主要 基因 , 因此 无 法 去 除 DNA 分 子 上 可 能 出 现 的 
Ue。 在 果 晶 的 幼虫 阶段 ,那些 成 体 不 需要 的 组 织 细胞 降解 dUTP 和 合成 dTTP 前 体 的 酶 水 平 极 低 ,导致 
[daUTP]/ [daTTP ] 的 比值 异常 高 ,结果 这 些 组 织 中 的 DNA 在 复制 的 时 候 , 会 参 人 大 量 的 U。 由 于 细胞 内 
本 来 就 缺乏 尿 哮 啶 -=DNA 糖 昔 酶 ,因此 无 法 修复 DNA 中 的 U, 含 有 大 量 立 的 DNA 反而 作为 一 种 细胞 
死亡 的 信号 ,使 得 有 大 量 尿 啶 -DNA 的 组 织 在 化 晴 阶 段 被 选择 性 降解 。 

尿 圈 啶 在 高 等 动物 抗体 多 样 性 的 产生 方面 也 有 一 定 贡献 ,抗体 多 样 性 的 产生 对 于 动物 对 外 来 各 
种 抗原 的 防御 十 分 重要 ,有 多 种 机 制 可 产生 抗体 的 多 样 性 ,其 中 一 种 就 是 编码 抗体 的 基因 在 B 淋巴 细 
胞 前 体内 进行 超 突 变 (hypermuatation)。 超 突变 开始 于 一 种 特定 的 胞 喀 啶 脱 氮 酶 , 它 催化 DNA 分 子 上 
特定 区 域 发 生 C 脱 氨基 变 成 的 反应 。 通 过 这 种 方式 ,激发 B 淋巴 细胞 前 体内 的 易 错 修复 系统 ,从 
而 将 新 的 序列 引入 到 编码 抗体 的 基因 片段 上 。 当 然 ,这 种 系统 是 受到 严格 调控 的 ,以 防止 失控 而 导致 
细胞 癌变 。 


(3) RNA 通常 是 单 链 的 ,DNA 通常 是 双 链 的 ”这 项 差别 也 不 是 绝对 的 ,原因 是 有 的 RNA 是 双 
链 的 ,比如 某 些 RNA 病毒 和 真 核 细 胞 内 的 miRNA, 也 有 的 DNA 是 单 链 的 ,例如 某 些 DNA 病毒 。 
RNA 处 于 单 链 状 态 ,使 其 能 够 自我 折 县 成 可 以 和 蛋白质 相 媲 美的 各 种 类 型 的 二 级 结构 和 三 级 结 
构 , 这 是 形成 RNA 结构 多 样 性 的 基础 ,否则 所 有 的 RNA 与 DNA 一 样 ,只 能 形成 千篇一律 的 双 螺 
旋 。RNA 三 维 结构 的 多 样 性 使 其 在 细胞 内 能 行使 多 项 生物 学 功能 。DNA 通常 是 双 链 的 ,使 其 能 
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不 同类 型 的 RNA 的 
功能 和 分 布 


e-1 中 的 RNA 哪 
些 属于 管家 ncRNA, 哪些 属 
于 调控 ncRNA? 


盟 


够 充分 地 行使 作为 遗传 物质 这 项 唯一 的 功能 (参看 本 章 第 三 节 有 关 DNA 双 螺 旋 结 构 发 现 的 意义 
的 描述 )。 

已 在 生物 体内 发 现 多 种 天 然 的 RNA, 例 如 转移 RNA (tRNA)、 信 使 RNA (mRNA) 核糖 体 RNA 
(rRNA)、 核 小 RNA(small nuclear RNA,snRNA)、 核 仁 小 RNA(small nucleolar RNA,snoRNA) 微 RNA 
(microRNA ,miRNA)、 小 干扰 RNA(small interfering RNA,siRNA) 小 激活 RNA (small activating RNA， 
saRNA) 长 间 插 非 编 码 RNA(long intervening non-coding RNA ,linceRNA) 7SL RNA、 向 导 RNA(guide 
RNA,gRNA) 和 Xist RNA 等 。 这 些 RNA 具有 特殊 的 结构 和 功能 ,其 中 某 些 RNA 存在 于 所 有 的 生物 
中 , 某 些 RNA 是 真 核 生 物 或 原核 生物 特有 的 。 根 据 RNA 是 否 具有 编码 蛋白 质 的 功能 ,可 将 RNA 分 
为 编码 RNA(coding RNA) 和 非 编 码 RNA (non-coding RNA,nceRNA), 按 照 这 样 的 划分 ,显然 mRNA 以 
外 的 所 有 RNA ,如 tRNA、rRNA 、snRNA 和 miRNA 等 都 属于 neRNA。 而 nceRNA 还 可 以 进一步 分 为 管 
家 nceRNA (house-keeping neRNA) 和 调控 neRNA (regulatory neRNA), 前 者 呈 组 成 型 表达 ,是 细胞 的 正常 
功能 和 生存 所 必需 的 ,后 者 只 在 特定 的 细胞 ,或 者 在 生物 发 育 的 某 个 阶段 ,或 者 在 受到 特定 的 外 界 刺 
激 以 后 才 表达 ,它们 的 表达 能 够 在 转录 或 翻译 水 平 上 影响 到 其 他 基因 的 表达 。 


第 二 节 ”核酸 的 一 级 结构 


核酸 的 一 级 结构 是 指 构成 核酸 的 多 聚 核 苷 酸 链 上 所 有 核 苷 酸 或 碱 基 的 排列 顺序 。 

图 6-1 为 两 种 线形 四 聚 核 苷 酸 的 结构 。 通 过 观察 ,可 以 发 现 多 聚 核 苷 酸 链 至 少 具有 3 个 重要 特 
征 : 四 有 两 个 不 对 称 的 末端 ,其 中 有 一 端的 核 昔 酸 $ -OH 不 参与 形成 3 ,3 - 磷酸 二 酯 键 , 此 末端 称 为 
5 端 , 另 一 端的 核 背 酸 3 -OH 不 参与 形成 3 ,5 - 磷酸 二 酯 键 ,此 末端 称 为 3 端 。 多 聚 核 苷 酸 链 的 这 种 
性 质 称 为 方向 性 或 极 性 ;@ 在 生理 pH 下 ,多 聚 核 苷 酸 链 上 的 磷酸 基 团 带 有 大 量 负电 荷 , 因 此 核酸 是 一 
种 多 聚 阴离子 复合 物 ;G@) 每 一 条 链 上 的 核 苷 酸 残 基 都 有 一 定 的 排列 顺序 ,这 种 排列 顺序 也 就 是 核酸 的 
一 级 结构 。 
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四 聚 脱 氧 核 背 酸 四 聚 核糖 核 苷 酸 


6-1 构成 DNA 和 RNA 核 苷 酸 的 结构 和 连接 方式 





除了 线形 核酸 以 外 ,自然 界 还 有 环形 核酸 ,例如 细菌 的 染色 体 DNA 质粒 DNA (plasmid DNA) 叶 
绿 体 DNA 和 大 多 数 线粒体 DNA 都 属于 环形 DNA。 与 线形 核酸 不 同 的 是 ,环形 核酸 没有 游离 的 3' 端 
和 了 端 ,或 者 说 两 个 未 端 之 间 也 形成 了 磷酸 二 酯 键 。 
对 于 一 个 已 知 序列 的 核酸 ,可 以 用 图 6-2 所 示 的 方法 来 表示 其 一 级 结构 :以 垂直 线 代表 核糖 或 脱 
氧 核糖 , 斜 线 (中间 有 了 或 无 ) 代 表 3' ,5'- 磷酸 二 酯 键 , 短 斜 线 代 表 两 端 。 也 可 以 直接 用 碱 基 的 单字 母 
缩写 来 表示 ,如 果 两 端 有 磷酸 基 团 ,可 用 p 表示 ;如 果 不 确定 是 否 有 磷酸 基 团 ,可 用 "一 ” 表示。 按照 惯 
例 , 应 从 S 一 3' 书 写 核酸 的 一 级 结构 。 如 果 你 一 定 要 从 3' 一 3 书写 ,必须 明确 注 明 。 有 时 ,为 了 强调 
是 DNA 还 是 RNA, 可 以 在 单字 母 缩写 前 加 写 4 和 r。 按照 以 上 规则 ,图 6-1 左边 的 四 聚 脱氧 核 苷 酸 
可 写 为 bpApTpGpC 或 pATGC 或 pdApdTpdGpdC 或 pd(ATGC); 图 6-1 右边 的 四 聚 核糖 核 苷 酸 可 写 为 
pApUpGpC 或 pAUGC 或 brAprUprGprC 或 pr(AUGC)。 如 果 只 对 核酸 的 碱 基 序列 感 兴趣 ,那么 可 以 直 Gc 与 CG 序列 是 
接 使 用 碱 基 的 单字 母 缩写 表示 一 种 核酸 的 一 级 结构 。 一 样 的 吗 ? 为 什么 ? 


和 A T G C A G G 
或 简化 为 
了 了 3 下 人 A T G CE 
2 上 3 或 简化 为 -或 简化 为 
P 了 P P P OH 虹 ATGC 或 3"CGTA 5 
5 5 5 5 5， 
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侠 6-2 核酸 一 级 结构 的 缩写 


核酸 一 级 结构 的 意义 在 于 ,生物 体 的 遗传 信息 是 储存 在 由 4 种 核 苷 酸 编码 的 特定 的 序列 之 中 ,而 
与 高 级 结构 无 关 。 


第 三 节 ”核酸 的 高 级 结构 
核酸 的 高 级 结构 包括 二 级 结构 三 级 结构 ,与 蛋白 质 不 同 的 是 一 般 不 认为 核酸 具有 四 级 结构 。 


一 、DNA 的 高 级 结构 

(一 ) DNA 的 二 级 结构 

sseaaurogcioaiaaoeaeaeae 
B 型 双 螺旋 ,此 外 还 有 A 型 双 螺旋 、Z 型 双 螺旋 三 螺旋 
和 四 链 结构 等 。 其 中 B 型 双 螺旋 的 主要 内 容 如 下 : 

(1) DNA 由 两 条 反 平 行 的 多 聚 脱氧 核 苷 酸 链 组 成 ， 
两 条 链 相 互 缠绕 ,形成 右手 双 螺旋 。 

C) 组 成 右手 双 螺旋 的 两 条 链 在 碱 基 序列 上 是 互 
补 的 (complementary), 它 们 通过 特殊 的 碱 基 对 结合 在 一 
起 。 碱 基 配对 规则 是 一 条 链 上 的 A 总 是 与 另 一 条 链 的 
T, 且 G 总 是 与 C 以 氢 键 配对 。 其 中 AT 碱 基 对 有 2 个 
氢 键 ,GC 碱 基 对 有 3 个 氧 键 (图 6-4)。 这 种 配对 方式 
被 称 作 Watson-Crick 碱 基 对 。 

有 两 个 因素 决定 Watson-Crick 碱 基 对 的 特异 性 ,一 
是 A 和 T、G 和 C 之 间 在 几何 形状 上 的 完美 互补 ;二 是 候 6-3 已 步 入 古稀 之 年 的 Watson ( 左 ) 和 Crick ( 右 ) 
它们 之 间 能 形成 “ 绝 配 "” 的 氢 键 。 前 一 种 因素 可 能 更 为 在 讨论 DNA 双 螺 旋 结构 模型 





2% 


游离 的 碱 基 在 溶液 
中 可 以 随意 通过 氢 键 配对 吗 ? 


图 6-5 B 型 DNA 双 螺旋 结构 的 主要 特征 
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重要 ,因为 有 人 用 几何 形状 与 了 极为 
相似 但 缺乏 氢 键 受 体 和 供 体 的 化 合 
物 一 一 2,4- 二 氟 甲 茶 , 来 代替 双 链 
DNA 在 少数 位 置 上 的 T, 结 果 双 螺 
旋 结 构 照 样 能 够 存在 。 

(3) 碱 基 对 位 于 双 螺 旋 的 内 部 ， 
并 垂直 于 螺旋 轴 。 碱 基 对 之 间 通 过 
玻 水 键 和 范 德 华 力 相互 埃 友 在 一 起 ， 
对 双 螺 旋 的 稳定 起 重要 作用 。 

(4) 双 螺 旋 的 表面 含有 明显 的 
大 沟 (major groove) 和 小 沟 (minor 
groove), 宽度 分 别 为 2.2 nm 和 1.2 
nm( 图 6-5)。 双 螺旋 上 出 现 大 、 小 沟 
的 原因 是 ,与 每 一 个 碱 基 对 有 关 的 两 


个 糖苷 键 没有 完全 处 于 相对 的 位 置 。 如 果 把 螺旋 看 成 一 个 圆 简 的 话 ,在 对 螺旋 横 切 后 ,看 到 的 两 个 糖 
苷 键 之 间 的 夹 角 不 是 180*。 ,而 是 120?* 的 小 角 或 240? 的 大 角 (图 6-6)。 当 越 来 越 多 的 碱 基 对 志 琶 在 一 
起 的 时 候 , 在 碱 基 对 一 侧 的 小 角形 成 小 沟 ,在 另外 一 侧 的 大 角 则 形成 大 沟 。 显 然 ,如 果 一 个 碱 基 对 上 
的 两 个 糖苷 键 夹 角 为 180? 的 话 ,两 个 沟 的 大 小 和 形状 应 该 是 一 样 的 。 


转 6-4 AT 和 GoC 碱 基 对 的 配对 性 质 








未 沟 








小 沟 





小 沟 


余 6-6 ”DNA 双 螺 旋 大 、 小 沟 形成 的 原因 以 及 里 面 展示 的 化 学 信息 (Watson 等 ,2007) 


(5) 双 螺 旋 的 其 他 参数 包括 : 相 邻 碱 基 对 距离 为 0.33 nm, 相 差 约 36" 。 螺 旋 的 直径 为 2 nm, 螺 距 为 
3.32 nm, 每 一 圈 完 整 的 螺旋 含有 10 个 碱 基 对 (base pair,bp), 然 而 细胞 内 的 DNA 双 螺 旋 每 一 圈 实 际 上 
含有 10.5 bp。 

2. A 型 双 螺旋 和 C 型 双 螺旋 

B 型 双 螺 旋 仅 仅 是 DNA 双 螺 旋 多 种 构象 中 的 一 种 ,在 一 定 的 条 件 下 , 双 链 DNA 可 以 从 B 型 转变 
成 其 他 构象 ,例如 A、C、.D、ET 和 2Z 等 形式 ,但 在 正常 的 细胞 环境 中 ,能 够 存在 的 双 螺 旋 只 有 B 型 、A 
型 和 Z 型 (图 6-7), 其 中 B 型 是 细胞 内 最 主要 的 形式 ,A 型 一 般 与 RNA 有 关系 。 

引起 DNA 双 链 构象 改变 的 主要 因素 包括 :四 相对 湿度 ;@ 盐 的 种 类 和 浓度 ;@ 碱 基 组 成 和 序列 ; 
田 超 螺旋 的 数量 和 方向 。 


框 6-2 ”生化 探 完 一 “大 沟 ” 和 小 沟 ” 中 的 秘密 

双 螺 旋 上 的 大 沟 和 小 沟 是 DNA 分 子 对 外 展示 信息 和 交流 信息 的 窗口 。 大 沟 里 含有 更 多 的 化 学 信息 ， 
因为 在 其 中 的 每 个 碱 基 对 能 提供 更 多 的 氢 键 供 体 和 受 体 以 及 芷 水 基 团 ,这 些 信息 可 以 被 DNA 序列 特异 
性 结合 蛋白 用 来 识别 和 结合 特异 性 碱 基 序列 。 例 如 (图 6-6),AT 碱 基 对 在 大 沟 里 展示 的 氢 键 供 体 (D) 有 
与 腺 嗓 叭 C6 相连 的 环 外 氨基 , 氧 键 受 体 (A) 有 腺 嗓 叭 的 N7 胸腺 喀 啶 C4 上 的 闪 基 O ,提供 的 疏水 基 团 
是 与 胸腺 喀 啶 C5 相连 的 甲 基 ;GC 碱 基 对 在 大 沟 里 展示 的 氢 键 供 体 有 与 胞 喀 啶 C4 相连 的 环 外 氨基 , 氢 
键 受 体 A) 有 鸟 味 聆 的 N7` 鸟 味 f 改 C6 上 的 炎 基 O ,提供 的 广 水 基 团 则 是 与 胸腺 喀 啶 C5 相连 的 H。 因 此 ， 
在 大 沟 里 ,不 仅 可 以 很 好 地 区 分 AT 和 GC ,还 可 以 区 分 AT 和 TA、GC 和 CG。 在 这 里 ,如 果 把 特定 的 氢 
键 受 体 (A)、 氢 键 供 体 (D) .下 水 基 团 甲 基 (M) 和 下 水 基 团 氢 原 子 (H) 的 组 合 看 成 是 一 种 识别 码 ,那么 ,AT 
碱 基 对 和 TA 碱 基 对 的 识别 码 分 别 是 ADAM 和 MADA,GC 碱 基 对 和 CG 碱 基 对 的 识别 码 分 别 是 AADH 
和 HPDAA。 这 种 识别 码 是 非常 重要 的 ,因为 一 种 DNA 序列 特异 性 结合 蛋白 不 需要 破坏 DNA 的 双 螺 旋 
结构 ,就 可 以 有 效 地 识别 特定 的 碱 基 序列 。 

与 大 沟 相 比 , 小 询 里 面 展 示 出 的 化 学 信息 要 少 ,AT 碱 基 对 能 提供 的 氢 键 受 体 是 腺 味 叭 的 N;、 与 
胸腺 喀 啶 C2 相连 的 痰 基 O ,无 所 键 供 体 , 疲 水 基 团 是 与 腺 味 哈 N2 相连 的 H; GC 碱 基 对 能 提供 的 氢 
键 供 体 是 与 鸟 味 聆 C2 相连 的 环 外 氨基 , 氢 键 受 体 是 岛 味 叭 的 N3 以 及 与 胞 喀 啶 C2 相连 的 炎 基 O ,无 
芯 水 基 团 。 由 此 看 来 ,在 小 沟 里 面 区 分 不 了 AT 和 TA 以 及 GC 和 CG ,因为 AT 和 TA 的 识别 码 都 是 
AHA,GC 和 CG 的 识别 码 都 是 ADA。 同 时 ,小 沟 罕 而 小, 难以 容纳 氨基 酸 的 侧 链 基 团 。 正 因为 如 此 ， 
DNA 序列 特异 性 结合 蛋白 绝 大 多 数 是 在 大 沟 里 面 识 别 和 结合 DNA 的 ,只 有 少数 (如 TATA 盒 结 合 
蛋白 ) 在 小 沟 里 识别 碱 基 序 列 。 但 这 些 在 小 沟 中 起 作用 的 蛋 自 质 在 识别 的 过 程 中 ,会 扫 开 双 链 ,以 获 
取 更 多 的 信息 。 


促进 A 型 DNA 双 螺 旋 (A-DNA) 形 成 的 主要 因素 是 相对 湿度 的 降低 和 盐 浓度 的 上 升 。DNA 钠 盐 
在 相对 脱水 的 条 件 下 ( 低 于 75% 相对 湿度 ), 可 形成 A 型 双 螺 旋 。 与 细 而 长 的 B-DNA 相 比 ,A-DNA 
更 宽 .更 平 ,更 短 :每 一 圈 螺 旋 为 11 bp, 而 不 是 10 bp; 螺 上 臣 为 2.46 nm ,而 不 是 3.32 nm; 螺旋 的 直径 
为 2.6 nm, 而 不 是 2.0 nm; 碱 基 对 不 再 近乎 垂直 于 螺旋 轴 , 而 是 相对 于 螺旋 轴 倾 斜 了 19。 ; 相 邻 的 碱 基 
对 距离 0.23 nm, 而 不 是 0.33 nm; 大 沟 罕 而 深 , 小 沟 宽 而 浅 。 

因为 活 细 胞 内 充满 着 水 ,所 以 A-DNA 基本 上 是 不 太 可 能 存在 的 。 但 某 些 细菌 孢 子 内 的 DNA 是 
A 型 ,这 显然 与 苞 子 内 部 水 分 缺乏 有 关 。 除 此 之 外 ,在 DNA 复制 的 时 候 ,与 DNA 聚合 酶 活性 中 心 
结合 的 大 概 在 3 bp 内 的 双 螺旋 为 A 型 。 在 基因 转录 的 时 候 ,DNA 与 RNA 形成 的 杂交 双 螺 旋 为 
A 型 。RNA 双 螺 旋 也 为 A 型 。 双 链 RNA 或 者 DNA-RNA 杂交 双 链 之 所 以 以 A 型 双 螺 旋 存在 ,是 因 
为 RNA 的 2-OH 造成 的 空间 位 阻 阻 止 了 B 型 双 螺旋 的 形成 。 

盐 的 种 类 能 够 改变 DNA 双 螺 旋 构 象 ,例如 ,DNA 锂 盐 在 66% 的 相对 湿度 条 件 下 ,可 形成 C 型 双 
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B-DNA A-DNA Z-DNA 三 螺旋 DNA 


6-7 ABZ 三 种 双 螺 旋 及 三 螺旋 DNA 的 棍 式 模型 (Watson 等 ,2007) 
螺旋 。 但 这 种 DNA 没有 任何 生物 学 的 意义 ,因为 细胞 内 的 DNA 不 可 能 处 在 这 样 的 条 件 下 。 

3. Z 型 双 螺旋 

Z-DNA 最 早 是 在 体外 得 到 的 一 种 双 螺 旋 。1972 年 ,Fritz M. Pohl 等 人 发 现 , 人 工 合成 的 由 
GC 相间 排列 的 多 聚 核 苷 酸 (GCGCGC) 在 高 盐 的 条 件 下 ,旋光 性 会 发 生 改 变 。MIT 的 Alexander Rich 
随后 对 上 述 六 聚 脱氧 核 苷 酸 的 单 晶 进行 了 X 射线 衍射 分 析 ,提出 了 Z-DNA 模型 。 其 结构 特点 
包括 : 

G) 友 糖 磷酸 骨架 呈 锯 齿 状 或 “Z ”字形 (zigzag) 其 中 的 核糖 和 C 以 反 式 连接 ,和 G 以 顺 式 连 接 。 

(2) 左手 螺旋 ”G 的 糖苷 键 呈 顺 式 ,不 仅 使 螺旋 旋转 方向 发 生 了 改变 ,还 使 G 残 基 位 于 分 子 表面 。 

(3) 分 子 外 形 呈 波形 ”这 是 由 于 碱 基 对 向 螺旋 的 外 表面 前 移 ,中 轴 不 再 像 B-DNA 位 于 碱 基 对 之 
间 ,而 是 移 向 了 小 沟 。 

(4) 小 沟 变 深 变 罕 “” 脱氧 胞 苷 酸 的 糖 环 C2' 为 内 式 , 碱 基 为 反 式 ,使 糖 环 转 离 小 沟 ,而 脱氧 鸟 苷 酸 
的 糖 环 C3' 为 内 式 , 碱 基 为 顺 式 , 使 糖 环 弯 向 小 沟 。 胞 喀 啶 的 C5 和 鸟 味 叭 的 N7、C8 原子 填 满 了 大 沟 ， 
并 指向 表面 ,使 大 沟 变 得 不 明显 ,而 小 沟 变 得 非常 深 但 较 罕 。 

(5) 螺旋 的 各 种 参数 发 生 了 变化 ( 表 6-2)。 

Z-DNA 在 体外 的 存在 需要 满足 两 个 条 件 : 

(D) 盐 浓度 高 或 者 乙醇 存在 时 ”如 果 是 NaCl, 其 浓度 需 超过 2 molL; 如 果 是 MgCl ,其 浓度 要 超过 
0.7 moyL。Z-DNA 的 形成 导致 带 负 电荷 的 磷酸 根 距 离 更 近 了 (Z-DNA 为 0.8 nm,B-DNA 为 1.2 nm)， 
而 高 的 盐 浓度 能 够 减少 两 条 链 之 间 靠 得 最 近 的 磷酸 基 团 间 的 排斥 力 。 

(C) 味 叭 - 喀 啶 相间 排列 ,例如 多 聚 (dG-dC) 目前 认为 在 适当 的 盐 浓度 下 ,任何 不 少 于 6 bp 的 
味 叭 - 喀 啶 交替 排列 顺序 都 能 形成 Z-DNA。 有 时 并 不 严格 的 旷 啶 - 味 叭 相间 序列 ,例如 含有 2 个 
5 - 甲 基 胞 喀 啶 (5-methylcytosines,mC) 的 六 聚 核 苷 酸 mCGATmCG ,在 生理 盐水 的 浓度 下 也 能 形成 
Z-DNA。 事 实 上 ,体内 mc 上 的 甲 基 被 认为 有 助 于 B 型 向 Z 型 的 转变 ,这 是 因为 在 B-DNA 上 , 玻 水 
的 甲 基 伸 人 到 大 沟 内 水 溶性 环境 之 中 ,从 而 不 利于 B-DNA 的 稳定 。 而 在 Z-DNA 中 ,同样 的 甲 基 却 能 
形成 一 种 稳定 性 的 疏水 “补丁 ”(hydrophobic patch)。 

生命 科学 的 研究 思路 总 是 这 样 , 当 科学 家 在 体外 得 到 某 种 结构 的 时 候 , 首 先 想到 的 是 体内 是 否 存 
在 类 似 的 或 同样 的 结构 ,如 果 在 体内 发 现存 在 这 种 结构 ,又 想 知 道 它 在 体内 的 功能 。 那 么 体内 有 没有 


mm 表 6-2 ABZ 三 种 双 螺旋 的 比较 





会 交 A 型 双 螺旋 B 型 双 曙 旋 Z 型 双 螺旋 
外 形 短 而 宽 长 而 瘦 长 而 细 
每 bp 上 升 的 距离 “0.23 nm (0.332 二 0.19) nm 0.38 nm 
螺旋 直径 2.55 nm 2.37 nm 1.84 nm 
螺旋 方向 右手 右手 左手 
螺旋 内 每 重复 1 1 2 
单位 的 bp 数 
每 圈 bp 数 一 11 一 10 倍 
碱 基 严 角 32.7。 34.6? 60?/2 
螺 距 2.46 nm 3.32 nm 4.56 nm 
碱 基 对 倾角 19? 1.2? 土 4.1? 三 吕 
螺旋 轴 位 置 大 沟 穿 过 碱 基 对 小 沟 
大 沟 极度 罕 ,很 深 很 宽 , 深 度 中 等 平坦 
小 沟 很 宽 , 浅 案 ,深度 中 等 极度 罕 ,很 深 
糖苷 键 构象 反 式 反 式 C 为 反 式 ,G 为 顺 式 
糖 环 折 重 C3' 内 式 C2' 内 式 喀 啶 C2' 内 式 , 味 叭 C3' 内 式 
存在 条 件 双 链 RNA,RNA-DNA 杂交 双 链 DNA (高 湿度 ,92%) ” 喀 喧 和 味 叭 交替 存在 的 双 链 DNA 或 
双 链 , 低 湿度 DNA(75%) DNA 链 上 喀 啶 和 味 叭 交替 存在 的 区 域 


天 然 的 Z-DNA 存在 ? 如果 有 ,其 功能 又 是 什么 ? 

Rich 使 用 荧光 标记 的 Z-DNA 特异 性 抗体 ,发 现在 某 些 生物 体内 的 确 存 在 Z-DNA。 例 如 , 果 晶 的 
X 染色 体 上 就 存在 Z-DNA ,而 人 类 基因 组 上 类 似 的 可 和 暂时 形成 Z-DNA 的 片段 约 有 10 bp, 但 细胞 内 
Z-DNA 形成 的 条 件 与 体外 有 所 不 同 。 例 如 ,体内 的 盐 浓度 很 难 达 到 非常 高 的 水 平 ,而 体内 带 正 电荷 的 
多 胺 化 合 物 ,如 精 胺 (spermine) 和 亚 精 胺 (spermidine) 的 存在 ,一 样 可 与 磷酸 基 团 结合 ,减少 负电 荷 的 
排斥 作用 ,使 B-DNA 转变 成 Z-DNA。 此 外 , 某 些 蛋白 质 (如 Z-DNA 结合 蛋白 ) 带 有 正 电荷 ,与 DNA 
结合 可 在 DNA 周围 创造 高 盐 浓 度 的 微 环 境 ,这 也 是 在 活 细 胞 中 形成 Z-DNA 的 原因 之 一 。 有 时 体内 
负 超 螺旋 的 存在 也 能 促进 Z-DNA 的 形成 ,这 是 因为 负 超 螺旋 引起 的 扭曲 张力 可 稳定 Z-DNA 的 存在 。 
抗体 结合 实验 表明 ,将 多 聚 (dG-dC) 插 和 人 到 质粒 中 ,质粒 在 松弛 状态 下 不 能 结合 Z-DNA 抗体 ,但 如 果 
处 于 负 超 螺旋 状态 , 则 能 结合 。 


如 果 细 胞 内 的 DNA 在 
某 段 序列 形成 Z-DNA, 那 
这 段 Z-DNA 在 两 端 与 周转 
B-DNA 的 交界 处 就 会 各 有 一 
对 碱 基 从 内 部 被 挤 出 来 (图 
6-8), 碱 基 的 突出 与 磷酸 核糖 





关于 体内 Z-DNA 形成 的 生物 学 意义 ,现在 一 般 认为 与 基因 的 表达 调控 有 关 。 已 发 现 有 利于 
Z-DNA 形成 的 碱 基 序 列 经 常 位 于 控制 基因 转录 起 始 的 启动 子 区 域 ,而 该 区 域 的 DNA 在 基因 转录 或 
染色 质 重 塑 过 程 中 易 形成 负 超 螺旋 。 也 许 DNA 的 局 部 区 域 发 生 Z-DNA 和 B-DNA 的 可 逆 性 转变 
可 充当 控制 基因 表达 的 开关 。 当 一 个 DNA 分 子 的 某 个 区 域 从 B-DNA 转变 成 Z-DNA 以 后 ,细胞 内 
的 某 些 调节 和 蛋白 特异 性 地 与 Z-DNA 结合 ,从 而 调控 基因 表达 。 例 如 , 猿 猴 肾病 毒 (SV40) DNA 上 能 
够 增强 基因 表达 的 增强 子 序列 中 就 有 此 结构 。 研 究 发 现 , 真 核 细胞 内 DNA 上 有 许多 mc ,既然 mC 
有 利于 Z 型 双 螺 旋 的 形成 ,而 甲 基 化 能 够 调控 基因 的 表达 ,这 就 说 明 Z-DNA 与 基因 表达 之 间 肯 定 
存在 相关 性 。 

Z-DNA 除了 参与 基因 表达 调控 以 外 ,还 可 能 通过 释放 来 自 螺 旋 本 身 的 拓扑 学 张力 而 促进 同 源 
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如 果 一 种 DNA 分 
子 上 的 AT、G 天 C, 那 你 认 
为 其 中 的 原因 何在 ? 


罕见 的 亚 胺 基 异 构 体 


个 6-10 错误 配对 的 CA 
碱 基 对 
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重组 。 

4. 支持 DNA 双 螺 旋 结 构 的 证 据 

Watson 和 Crick 提出 的 DNA 双 螺旋 结构 模型 主要 建立 在 X 射线 衍射 数据 和 Chargaff 规则 的 基础 
直上 

(1) X 射线 衍射 数据 “从 1950 年 到 1953 年 ,Rosalind Franklin 和 Maurice Wilkins 使 用 DNA 湿 
纤维 (类 似 于 晶体 ) 进行 了 X 射线 衍射 分 析 , 所 取得 的 一 些 数据 表明 ,DNA 具有 简单 ` 有 规律 的 重复 
结构 单元 ,详细 分 析 见 图 6-9。 





(2) Chargaff 规则 
DNA 的 碱 基 组 成 进行 了 定量 测定 ,结果 发 现在 所 测定 的 每 一 种 生物 的 DNA 分 子 上 ,A 和 G 的 含量 都 
分 别 等 于 T 和 C, 且 A+G=C+T( 表 6-3)。 此 外 ,DNA 的 碱 基 组 成 具有 物种 特异 性 ,但 无 组 织 和 器 官 的 
特异 性 ,并 且 年 龄 .营养 状况 和 环境 等 因素 不 影响 DNA 的 碱 基 组 成 。 


1949 年 ,Erwin Chargaff 应 用 纸 层 析 及 紫外 分 光 光 度 计 , 对 不 同 生物 来 源 的 


上 表 6-3 不 同 物种 DNA 的 A:T'G:C 和 A:G 的 比值 





物种 并 人 到 EC 
过 1.00 1.00 1.56 
大 采 哈 鱼 1.02 1.02 1.43 
小 麦 1.00 0.97 式 2 
酵母 1.03 1.02 1.67 
大 肠 杆菌 1.09 0.99 1.05 
黏 质 沙 雷 菌 0.95 0.86 0.70 


上 述 DNA 分 子 中 四 种 碱 基 组 成 表现 出 来 的 规律 称 为 Chargaff 规则 (Chargaffs rule)。 尽 管 
Chargaff 对 这 一 发 现 谨慎 地 猜测 为 “这 是 DNA 结构 某 些 重要 特征 的 反映 ”, 然 而 他 本 人 并 没有 揭示 出 
其 中 的 生物 学 意义 。Watson 和 Crick 则 正好 利用 此 规则 来 说 明 DNA 双 螺 旋 结 构 中 A 与 T、G 与 C 配 
对 的 特征 。 

(3) 碱 基 的 互 变异 构 “” 碱 基 配 对 的 特异 性 在 很 大 程度 上 是 由 碱 基 之 间 的 氢 键 决定 的 ,但 碱 基 具 有 
酮 式 和 烯 醇 式 或 氨基 式 和 亚 氨 基 式 (参看 第 五 章 “ 核 苷 酸 ”), 两 种 形式 的 碱 基 在 氢 键 的 供 体 和 受 体 上 
有 所 变化 。GC 和 AT 配对 是 碱 基 在 酮 式 结构 下 的 配对 ,这 也 是 DNA 分 子 正确 的 配对 方式 ,因为 体内 
的 碱 基 主要 形式 正 是 酮 式 。 但 如 果 碱 基 变 成 烯 醇 式 , 就 会 发 生 其 他 形式 的 配对 ,如 CA 配对 (图 6-10)。 
事实 证 明 , 在 DNA 复制 过 程 中 ,作为 模板 的 某 些 碱 基 “不 巧 ” 处 于 烯 醇 式 或 亚 氨 基 式 ,结果 导致 复制 


出 现 错 配 (参看 第 三 十 三 章 “DNA 复制 ” )。 这 说 明 在 DNA 分 子 中 , 碱 基 的 确 是 以 配对 的 形式 存在 的 ， 
这 与 Chargaff 规则 也 是 一 致 的 。 

5. 稳定 双 螺旋 结构 的 因素 

DNA 的 双 螺 旋 结 构 通 常 是 很 稳定 的 ,起 稳定 作用 的 因素 包括 : 

() 氢 键 ,包括 螺旋 内 部 的 氢 键 和 螺旋 外 部 的 氢 键 ”螺旋 内 部 的 氢 键 是 碱 基 对 之 间 的 氢 键 ,外 部 
氢 键 在 戊 糖 - 磷酸 骨架 上 的 亲 水 基 团 与 周围 的 水 分 子 之 间 形 成 。 在 双 螺 旋 中 , 喀 喧 和 味 叭 之 间 的 距 
离 正好 与 一 般 氢 键 的 键 长 (0.27 nm) 差不多 , 且 和 氢 键 供 体 原 子 和 氢 键 受 体 原 子 处 于 一 条 直线 上 ,利于 形 
成 氧 键 。 若 味 叭 与 味 叭 或 喀 啶 与 喀 啶 配对 ,其 空间 的 大 小 都 不 适合 形成 氢 键 。 

氧 键 固 然 重要 ,但 它们 主要 决定 碱 基 配 对 的 特异 性 ,而 对 双 螺 旋 稳 定性 的 贡献 不 是 最 重要 的 。 对 
双 螺 旋 稳 定性 起 决定 性 作用 的 是 碱 基 堆积 力 。 

(2) 碱 基 堆 积 (base-stacking) 力 ”这 是 碱 基 对 之 间 在 垂直 方向 上 的 相互 作用 所 产生 的 力 ,包括 朴 
水 作用 和 范 德 华 力 。 

虽然 多 聚 核 苷 酸 链 的 磷酸 核 灶 骨 架 是 高 度 亲 水 的 ,但 碱 基 杂 环 二 电子 云 导致 喀 啶 和 味 叭 本 身 具 
有 一 定 程 度 的 疏水 性 。 在 水 溶液 中 ,这 些 疏 水 基 团 会 自发 聚集 在 一 起 。 当 玻 水 基 团 因 聚集 而 相互 靠 
近 到 一 定 的 距离 时 ,自然 就 会 产生 范 德 华 力 , 这 与 球状 蛋白 质 形 成 疏水 核心 的 机 制 一 样 。 从 热力 学 的 
角度 来 看 ,DNA 形成 双 螺旋 能 使 高 度 亲 水 的 磷酸 基 团 与 水 的 接触 增加 到 最 大 限度 ,同时 也 使 碱 基 与 水 
的 接触 减少 到 最 小 限度 。 

在 双 螺 旋 中 , 相 邻 碱 基 对 的 间隔 是 0.34 nm, 而 范 德 华 力 的 平均 半径 (指引 力 和 斥 力 正 好 相 平衡 的 
距离 ) 为 0.17 nm, 因此 相 邻 碱 基 对 会 产生 范 德 华 引 力 。 

碱 基 间 相互 作用 的 强度 与 相 邻 碱 基 之 间 环 重 码 的 面积 成 正比 ,其 总 的 趋势 是 味 叭 与 味 叭 之 间 > 
味 吟 与 喀 啶 之 间 > 喀 啶 与 喀 啶 之 间 。 另 外 , 碱 基 的 甲 基 化 也 能 提高 碱 基 堆积 力 。 

(3) 磷酸 核糖 骨架 上 负电 荷 的 中 和 ”在 生理 pH 下 ,DNA 主 链 上 的 磷酸 基 团 带 有 大 量 的 负电 荷 ， 
因此 两 条 链 之 间 存 在 着 静电 的 排斥 作用 。 溶 液 中 的 阳离子 (如 Mg* 或 多 胺 类 化 合 物 ) 可 以 中 和 磷酸 基 
团 所 带 的 负电 荷 ,消除 静电 斥 力 。 当 离子 浓度 降低 ,中 和 作用 减弱 时 ,排斥 力 会 加 大 ,DNA 双 螺 旋 稳定 
性 就 降低 了 。 

在 上 述 几 种 因素 的 作用 下 ,一 段 由 20 bp 组 成 的 双 螺旋 在 室温 下 已 相当 稳定 。 正 因为 如 此 ,在 设 
计 聚 合 酶 链 式 反应 的 引物 的 时 候 , 要 让 引物 与 DNA 模板 形成 稳定 的 双 螺旋 结构 ,引物 长 度 至 少 是 16 
个 碱 基 , 但 为 了 增加 特异 性 ,最 好 达到 20~24 个 碱 基 。 

6. DNA 双 螺 旋 结构 的 意义 

DNA 双 螺 旋 结 构 发 现 的 意义 在 于 为 生物 学 家 揭示 遗传 物质 的 遗传 .复制 .修复 .多样 性 以 及 物种 
的 进化 机 制 提供 了 重要 的 线索 。 从 更 广泛 的 意义 来 看 ,该 发 现 将 遗传 学 与 生物 化 学 .细胞 生物 学 和 生 
理学 等 学 科 结 合 到 一 起 ,并 直接 导致 分 子 生物 学 的 诞生 及 之 后 的 迅速 发 展 。 简 言 之 ,在 DNA 双 螺 旋 
结构 模型 中 ,最 重要 的 内 容 应 该 是 互补 的 概念 。 互 补 结构 对 于 理解 DNA 的 复制 .重组 修复 转录 、 转 
录 后 加 工 和 翻译 等 机 制 都 很 重要 。 

可 以 说 ,在 发 现 DNA 双 螺 旋 结 构 之 前 , 想 推测 出 DNA 作为 遗传 物质 如 何 能 够 行使 它 的 生物 学 功 
能 几乎 是 不 可 能 的 。 但 在 发 现 DNA 由 两 条 链 组 成 ,并 且 两 条 链 的 序列 是 互补 的 以 后 ,一 切 就 变 得 很 容 
易 了 。 一 个 DNA 分 子 上 的 两 条 链 都 可 以 分 别 作为 模板 , 即 新 链 的 序列 按照 碱 基 互补 配对 原则 由 模板 
链 决定 。 结 果 就 是 ,DNA 链 上 的 任何 一 部 分 序列 都 可 以 用 来 作为 复制 新 序列 的 模板 ,或 者 去 识别 另外 

一 个 DNA 分 子 上 的 互补 序列 后 再 配对 结合 。 这 两 点 对 于 DNA 复制 和 重组 至 关 重 要 (参看 第 三 十 三 
章 “DNA 复制 ”和 第 三 十 五 章 *DNA 重组 ”)。 此 外 ,DNA 双 螺 旋 结 构 对 于 DNA 损伤 的 修复 机 制 也 同 
样 重 要 。 当 DNA 受到 损伤 以 后 ,机 体内 修复 系统 通常 会 把 受到 损伤 的 序列 切除 ,然后 以 其 正常 的 互 
补 序列 为 模板 ,重新 合成 出 正确 的 序列 。 
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7. DNA 的 非 标准 二 级 结构 


除了 上 述 3 种 最 常见 的 标准 二 反 向 重复 回 文 序列 
级 结构 以 外 ,细胞 内 的 DNA 在 特殊 CEGAAGCGTEGCTATTGGGGACGTTCC AACGAATTCCccC 
的 条 件 下 还 可 能 形成 其 他 几 种 非 标 GCTTGCAGGATAACCCCTGCAAGG TIGCIIAAGGGG 
准 的 二 级 结构 ,如 弯曲 (bending)、 十 镜像 重复 直接 重复 
字形 (erueifomns)、 三 册 旋 (tiple 生 降 CEAACGICC TArTGG GAAGGTCGC 
helix)、 滑动 (slipped mispaired DNA， 


SMP-DNA) 错 配 和 碱 基 翻转 (base 
fipping) 等。 这 些 特殊 的 条 件 包 括 ; ” 侠 6_11 吕 种 特殊 的 中共 序列 
DNA 受到 某 些 蛋 白质 的 作用 (如 组 蛋白 );DNA 本 身 具有 几 种 特殊 序列 模 体 (图 6 6-11)， ) 例如 反 向 重复 
(inverted repeat)、 回 文 序列 (palindromic sequence) 镜 像 重 复 (mirror repeat)、 直 接 重复 (direct repeat)、 高 
味 叭 序列 ,高 喀 啶 序列. 富 含 A 序列 和 富 含 G 序列 。 

(1) 弯曲 当 DNA 的 一 条 链 在 某 区 段 含有 成 的 A 序列 (4~6 个 A), 且 相 邻 的 串 间 隔 10 个 碱 基 
的 时 候 ,该 区 段 DNA 很 容易 形成 弯曲 。 有 时 DNA 受到 某 些 蛋 白质 的 作用 也 会 形成 弯曲 。 例 如 , 真 核 
生物 的 TATA 盒 结 合 蛋白 可 导致 DNA 在 启动 子 区 域 发 生 弯曲 ,大 肠 杆 菌 AMP 受 体 结合 蛋白 可 导致 
DNA 在 乳糖 操纵 子 处 发 生 弯曲 。 已 有 证 据 表 明 , 在 DNA 复制 .转录 和 定向 重组 过 程 中 ,DNA 在 局 部 
形成 弯曲 可 能 是 蛋白 质 与 DNA 序列 之 间 相 互 作 用 的 要 素 之 一 。 此 外 ,DNA 发 生 碱 基 错 配 或 DNA 受 
到 紫外 线 的 照射 发 生 损 伤 时 也 可 以 形成 弯曲 ,此 时 形成 的 弯曲 实际 上 是 作为 体内 DNA 修复 系统 识别 
损伤 的 信和 号。 

(2) 十 字形 ”如 图 6-12 所 示 ,DNA 内 部 一 些 含有 反 向 重复 的 区 域 在 解 链 以 后 ,可 通过 链 内 碱 基 互 
补 配 对 形成 一 种 十 字形 的 二 级 结构 。 由 于 十 字形 结构 在 两 端 含有 6-~7 个 没有 配对 的 碱 基 , 因 此 在 热 
力学 上 并 不 是 一 种 稳定 的 结构 。 


箭头 所 示 为 反 向 重复 序列 
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在 人 类 基因 组 DNA 的 复制 起 始 区 和 转录 调控 区 ,有 许多 反 向 重复 序列 ,因此 ,这 些 区 域 有 可 能 形 
成 十 字形 结构 ,其 功能 也 许 是 充当 控制 DNA 复制 和 基因 转录 的 开关 。 

(3) 三 螺旋 与 H-DNA 时 在 20 世纪 50 年 代 和 60 年 代 , 已 有 人 发 现 , 将 某 些 特殊 序列 的 多 聚 脱 
氧 核 苷 酸 链 按照 一 定 的 比例 混合 在 一 起 ,可 以 形成 三 螺旋 结构 即 匀 链 DNA (hinged DNA,H-DNA), 例 
如 将 多 聚 dA 和 多 聚 dT 按照 1 : 2 的 浓度 混合 在 一 起 可 形成 ATT 三 螺旋 。 

进一步 研究 表明 ,三 螺旋 的 形成 需要 至 少 DNA 的 一 条 链 全 部 是 由 味 叭 碱 基 组 成 。 实 际 上 ,三 螺 
旋 是 在 双 螺旋 的 基础 上 形成 的 :位 于 双 螺 旋 大 沟 之 中 的 味 叭 碱 基 具 有 再 形成 两 个 氢 键 的 潜在 位 点 ( 称 


为 Hoogsteen 面 )。 若 是 G, 两 个 
Hoogsteen 面 区 位 点 为 N7 和 06 ;若是 A, 两 个 
， Er 位 点 是 N7 和 6 号 位 的 NH, 在 

双 螺 旋 的 一 条 链 为 多 聚 味 吟 核 
aa 任 酸 的 时 候 , 大 沟 中 的 嘎 叭 碱 基 
就 可 以 通过 Hoogsteen 碱 基 对 (T 


与 A 配 对 ,质子 化 的 C 与 G 配 对 ) 
于 四 9 习 工 入” 与 第 三 条 链 形成 三 螺旋 。 
EN _ 


于 HAN ,和 王 Hoogsteen 碱 基 对 有 顺 式 和 


Hoogsteen 反 式 两 种 。 如 图 6-13 所 示 , 反 
让 Hesstea 让 ， A-T 碱 基 对 式 是 指 第 三 条 链 与 味 叭 链 呈 反 
A-T 碱 基 对 


平行 排列 , 顺 式 是 指 第 三 条 链 与 





层 


了 oogsteen 呀 叭 链 呈 平行 排列 6 
GC 碱 基 对 


在 三 螺旋 结构 中 , 碱 基 堆积 

力 对 其 稳定 性 有 一 定 的 贡献 ,但 
由 于 三 条 链 之 间 存 在 更 强 的 电 
荷 排斥 ,稳定 性 没有 双 螺 旋 好 。 
全 当然 , 当 DNA 处 于 高 盐 浓 度 下 ， 
watson_crick ”其 链 上 的 负电 荷 多 数 被 多 价 阳 
GC 碱 基 对 离子 中 和 ,形成 三 螺旋 将 会 变 得 
容易 。 此 外 , 负 超 螺旋 或 低 pH 
也 有 利于 H-DNA 的 形成 。 如 果 
双 螺 旋 DNA 内 部 含有 由 味 叭 构 
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成 的 镜像 重复 序列 时 ,三 螺旋 可 以 在 一 个 DNA 分 子 内 形成 (图 6-14)。 

据 估 计 , 这 种 由 味 吟 组 成 的 镜像 重复 序列 在 人 DNA 上 大 概 每 140~150 kb 出 现 一 次 ,也 就 意 
味 着 H-DNA 可 能 广泛 地 存在 于 基因 组 DNA 中 。 在 细胞 内 ,H-DNA 经 常 出 现在 DNA 复制 、 转 录 
和 重组 的 起 始 位 点 或 调节 位 点 ,因此 有 人 推测 ,第 三 股 链 的 存在 可 能 使 一 些 转录 因子 或 RNA 聚合 
酶 难以 与 该 区 段 结合 ,从 而 阻 遇 有 关 基 因 的 表达 。 原 则 上 ,人工 合成 的 单 链 DNA 如 果 能 与 体内 的 
某 段 DNA 序列 形成 三 螺旋 ,就 能 阻 断 特定 的 基因 表达 ,也 就 能 治疗 一 些 因 特定 基因 过 度 表 达 引 起 
的 疾病 。 

(4) 碱 基 翻 转 ”有 时 候 ,DNA 双 螺 旋 上 的 某 个 碱 基 离开 它 的 “配偶 ”, 突 出 在 双 螺 旋 之 外 ,这 种 现 
象 称 为 碱 基 翻 转 ( 图 6-15)。 一 个 碱 基 发 生 翻转 的 时 候 , 会 造成 相 邻 碱 基 对 的 扭曲 。 碱 基 翻 转 对 于 细 
胞 的 某 些 功 能 是 很 重要 的 。 例 如 ,参与 同 源 重组 的 酶 需要 通过 碱 基 翻 转 寻找 同 源 的 序列 ,催化 碱 基 修 
饰 的 酶 需要 碱 基 通 过 翻转 落 入 它 的 活性 中 心 被 化 学 修饰 ,参与 碱 基 切 除 修 复 的 DNA 糖苷 酶 需要 受 损 
伤 的 碱 基 通 过 翻转 进入 它 的 活性 中 心 被 切除 。 最 后 一 种 情况 的 实例 就 是 DNA 分 子 上 出 现 的 吉 是 通 
过 这 种 方式 被 尿 喀 啶 -DNA 糖苷 酶 切除 掉 的 (参看 第 三 十 四 章 “DNA 的 损伤 ,修复 和 突变 ”)。 

(5) 滑 移 错 配 DNA ”含有 直接 重复 序列 的 DNA 可 以 形成 一 种 叫 " 滑 移 错 配 ”的 二 级 结构 。 形 成 
这 种 结构 的 原因 是 该 区 段 DNA 先 发 生 解 链 , 在 重新 缔 合 的 时 候 , 一 段 重复 单元 内 的 核 苷 酸 序列 因 滑 
移 与 另 一 段 重 复 单 元 内 的 互补 序列 发 生 错 配 , 从 而 形成 两 个 环 (图 6-16)。 因 滑 移 的 方式 不 同 ,可 形成 
两 种 SMP-DNA。 若 体内 的 DNA 形成 上 述 结构 ,会 导致 某 些 基 因 发 生 移 框 突变 (参看 第 三 十 四 章 “DNA 
的 损伤 .修复 和 突变 ”)。 

除了 以 上 5 种 非 标准 的 二 级 结构 以 外 ,DNA 在 特殊 的 条 件 下 ,还 可 能 形成 一 种 四 链 结构 





在 DNA 双 螺旋 
结构 提出 之 前 ,Pauling 与 
Watson、Crick 都 提 过 一 种 三 
螺旋 结构 。 与 这 里 的 三 螺旋 
结构 不 同 的 是 ,他 们 认为 碱 基 
在 外 、 磷 酸 基 团 在 螺旋 内 部 。 
你 认为 这 种 三 螺旋 的 结构 为 
什么 很 难 存在 ? 
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DNA 的 四 链 结构 
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6-14 三 螺旋 DNA(H-DNA) (Nelson 等 ,2008) 
(quadruplex)。 这 种 四 链 结 构 也 许 存 在 于 真 核 细 胞 内 ,并 具有 
特殊 的 功能 。 

(二 ) DNA 的 三 级 结构 

如 图 6-17 所 示 ,DNA 可 以 以 两 种 形式 存在 , 右 为 松弛 型 


从 DNA 双 螺旋 中 
(relaxed), 左 为 超 螺旋 (supercoiling)。 在 松弛 型 状态 下 ,DNA 翻转 出 来 的 C 
以 正常 的 B 型 双 螺 旋 存 在 ,每 一 圈 10 个 碱 基 对 ,这 时 候 双 贱 


螺旋 的 能 量 状态 最 低 。 当 通过 某 种 手段 使 得 DNA 双 螺 旋 
每 一 圈 的 碱 基 对 数目 多 于 或 少 于 10 对 ,将 导致 DNA 双 螺 
旋 缠 绕 过 度 或 缠绕 不 足 。 如 果 这 时 DNA 两 端 被 固定 或 者 
DNA 本 来 是 共 价 闭环 (covalently close cireular DNA ,cccDNA) 
的 ,DNA 将 会 因 内 部 的 张力 无 法 释放 而 自发 地 形成 超 螺旋 
结构 。 侠 6-15 DNA 双 螺旋 上 某 一 个 位 置 的 C 

DNA 超 螺 旋 分 为 正 超 螺旋 和 负 超 螺 旋 ,前 者 为 左手 超 螺 发生 的 翻转 
旋 , 由 DNA 双 螺 旋 过 度 缠绕 引起 ;后 者 为 右手 超 螺旋 ,由 DNA 双 螺 旋 缠绕 不 足 引起 。 

超 螺旋 DNA 可 以 通过 以 下 几 种 参数 定量 地 表示 (图 6-18)。 

(1) 连环 数 (linking number,Z) 工 是 拓扑 学 中 的 一 个 重要 术语 ,用 在 超 螺旋 DNA 上 是 指 双 螺旋 
DNA 的 一 条 链 环绕 另 一 条 链 的 次 数 。 对 于 负 超 螺旋 ,为 正 值 。 对 于 一 个 共 价 闭环 DNA(covalently 一 
closed cireular,ceccDNA) 来 说 ,其 工 值 是 不 变 的 。 例 如 ,一 个 5 400 bp 大 小 的 松弛 型 B 型 cccDNA ,其 
荆 值 应 该 是 5 400/10=540。 

(2) 扭转 数 (twisting number,7) 7 是 指 DNA 的 双 螺 旋 的 总 转 数 。 对 于 负 螺 旋 ,7 为 正 值 。 对 于 一 
个 倾向 形成 B 型 双 螺 旋 的 DNA 来 说 ,其 最 佳 了 值 为 碱 基 对 数 /10。 
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5 一 GGGATCCAAGGTCCATCGTTGGGATCCAAGGTCGCATCGTTE 一 3 
3' 一 CCCTAGGTTCCAGGTAGCAACCCTAGGTTCCAGGTAGCAA 一 5 
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侠 6-16 滑 移 错 配 DNA 
7T=0 7=3 T-2 7=1 7=0 7T=0 T=-3 ”7T=-2 7T=-1 7=-0 
刺 =0 矿 =0 机 =1 刺 =2 矿 =3 有 =0 矿 =0 及 =-1!1 丈 =-2 及 =-3 
了 =0 了 =3 了 =0 工 =-3 
(]D) (2) (3) (4) (5) (]) (2) (3) (4) (5) 
正 超 螺旋 (左手 螺旋 ) 负 超 螺旋 (右手 螺旋 ) 


四 t-; 18 ” 正 超 螺旋 和 负 超 螺旋 

(G3) 缠绕 数 (writing number, 瑟 ) _ 即 超 螺旋 数 ,是 指 双 螺 旋 的 轴 环 绕 超 螺旋 轴 的 次 数 . 负 超 螺旋 
的 丈 值 为 负数 , 正 超 螺 旋 的 夏 值 则 为 正 数 。 

根据 拓扑 学 理论 ,上 7 和 了 歼 之 间 的 关系 可 用 以 下 方程 表示 : 三 ?4 有。7 和 隐 可 以 为 小 数值 ,但 世 
必须 为 整数 值 。 

(4) 比 连环 差 (specific linking difference,4) 该 数据 用 来 表示 DNA 的 超 螺旋 密度 (superhelix 
density), 用 1 表示。 

4= (Emo, 其 中 区 是 指 某 一 超 螺旋 DNA 的 区 值 , 思 是 指 松弛 环形 DNA 的 区 值 。 

一 般 天 然 DNA 分 子 中 4=-0.05=5% 负 超 螺旋 ,例如 SV40, 其 基因 组 大 小 为 5 226 bp,T=522， 
了 =-26(L=496),1=-0.05。 

负 超 螺旋 DNA 是 由 两 条 链 的 缠绕 不 足 引 起 ,很 容易 解 链 ,因此 有 利于 DNA 的 复制 .重组 和 转录 。 








松弛 型 DNA 


6-17 超 螺 旋 DNA 和 松弛 型 DNA 


你 认为 何 种 生物 体 
内 的 DNA 在 没有 复制 之 前 极 
有 可 能 以 正 超 螺旋 的 形式 存 
在 ? 为 什么 ? 
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DNA 复 制 


6-19 DNA 复制 过 程 中 
正 超 螺旋 DNA 的 形成 


(GT RNA 分 子 中 的 哪 一 
种 二 级 结构 与 蛋白 质 中 的 B 


突起 相似 ? 
，N 
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6-21 GNRA 四 环 结构 


为 什么 RNA 结合 
蛋白 通常 在 小 沟 中 与 RNA 发 


生 作 用 ? 
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正 因为 如 此 , 绝 大 多 数 生 物体 内 的 DNA 在 没有 复制 之 前 , 均 以 负 超 螺旋 的 形式 存在 ,以 方便 DNA 在 
复制 .重组 或 转录 的 启动 阶段 进行 解 链 。 当 DNA 开始 复制 .重组 或 转录 的 时 候 , 随 着 解 链 的 深信 , 原 
来 的 负 超 螺 旋 会 逐渐 被 消耗 ,并 最 终 被 正 超 螺旋 取代 (图 6-19)。 正 超 螺 旋 的 出 现 将 会 阻碍 DNA 继续 
复制 和 转录 ,幸好 细胞 内 存在 DNA 拓扑 异 构 酶 ,可 及 时 清除 正 超 螺旋 ( 详 见 第 三 十 三 章 “DNA 复制 ”) 

某 些 与 碱 基 对 差不多 大 小 的 多 环 芳 香 族 分 子 (如 省 乙 锭 和 咱 啶 栖 ) 可 以 插入 到 DNA 双 螺 旋 两 个 
相 邻 的 碱 基 对 之 间 ,促进 产生 正 超 螺 旋 。 这 些 分 子 都 是 强烈 的 致癌 试剂 ,它们 在 插 人 到 双 螺 旋 内 部 以 
后 ,很 容易 诱发 DNA 在 复制 时 发 生 突变 。 


二 、RNA 的 高 级 结构 

(一 ) RNA 的 二 级 结构 

RNA 的 二 级 结构 主要 取决 于 其 碱 RE 
基 组 成 , 即 其 一 级 结构 。 在 知道 一 种 


S 3 
RNA 的 一 级 结构 以 后 ,可 以 对 其 形成 5， 5 品 时 旨 
的 二 级 结构 进行 委 好 地 预测 ,目前 有 许 ”77TLY” [LI ， 
多 专业 的 软件 可 以 进行 这 样 的 工作 ,如 3 5 
RNA Draw 和 RNA Structure, 也 有 专门 


的 网 站 免费 提供 这 样 的 服务 ,如 http:/ 0 1 
rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi。 

RNA 二 级 结构 的 多 样 性 可 以 和 并。 民 
蛋白 质 相 提 并 论 。 少 数 病毒 的 基因 组 3' 画 “人 


单 链 结构 双 链 结构 单 核 苷 酸 突 起 ”发 夹 结 构 


RNA 由 两 条 互补 的 链 组 成 A 型 双 螺 旋 。 对 称 的 内 部 环 ”不 对 称 的 内 部 环 ”三 核 背 酸 突起 
多 数 RNA 仅 由 一 条 链 组 成 ,它们 的 二 级 2 
结构 主要 是 由 链 内 碱 基 的 互补 性 决定 和 
的 :互补 的 碱 基 之 间 可 以 配对 形成 链 内 本 TI 江 开 
A 型 双 螺 旋 , 非 互补 的 碱 基 则 游离 在 双 3 3/ 3 3 ， 
螺旋 之 外 ,以 凸 起 或 环 的 形式 存在 ,形成 双 茎 连接 三 茎 连接 四 蔡 连 接 


多 种 形式 的 二 级 结构 (图 6-20)。 

在 这 些 二 级 结构 中 ,发 夹 结构 最 为 二 ee ee 
常见 。 发 夹 结构 包括 两 个 部 分 ,一 部 分 是 由 一 段 由 标准 互补 碱 基 对 形成 的 双 螺旋 , 另 一 部 分 是 双 螺 旋 
两 股 互补 序列 之 间 的 一 段 由 3~5 个 没有 配对 的 碱 基 组 成 的 环 。 最 常见 最 稳定 的 环 是 由 4 个 碱 基 一 一 
UNCG、GNRA 或 CUYG (N 表示 任何 碱 基 ,R 代表 味 叭 碱 基 ,Y 代表 喀 喧 碱 基 ) 构 成 的 四 环 (tetraloop)。 
以 GNRA (如 GACGA、GCAA 和 GAAA) 为 例 , 环 上 的 第 一 个 碱 基 (G) 和 第 四 个 碱 基 (A) 形 成 不 同 寻常 的 
GA 碱 基 对 ,此 外 ,在 G 和 磷酸 基 团 之 间 的 一 个 氢 键 、R 与 2- 核糖 羟基 的 氧 键 以 及 碱 基 间 的 堆积 对 四 
环 结构 均 有 稳定 作用 。 

在 RNA 双 螺 旋 中 ,常常 可 以 发 现 GU 碱 基 对 (图 6-22), 这 为 单 链 RNA 形成 链 内 双 螺 旋 创 造 了 更 
多 的 机 会 。 与 GC 碱 基 对 不 同 的 是 ,GU 碱 基 对 只 有 2 个 氢 键 。 不 同 种 类 的 RNA 的 全 部 二 级 结构 实际 
就 是 上 述 各 种 二 级 结构 不 同形 式 的 组 合 。 

下 面 以 细胞 内 3 种 最 常见 的 RNA, 以 及 DNA 在 转录 时 生成 的 RNA 产物 与 DNA 模板 形成 的 杂交 
双 链 为 例 , 对 于 RNA 的 二 级 结构 做 进一步 的 说 明 。 

1. tRNA 的 二 级 结构 

tRNA 分 子 只 由 一 条 链 组 成 ,含有 73~94 个 核 背 酸 , 其 中 有 不 少 是 修饰 的 核 昔 酸 或 修饰 的 碱 基 (如 
次 黄 味 吟 . 硫 尿 喀 啶 和 假 尿 苷 等 ), 链 内 的 大 多 数 碱 基 通 过 氧 键 相 连 , 但 几乎 所 有 的 tRNA 分 子 上 不 变 


的 核 苷 酸 都 位 于 三 叶 草 结构 
上 的 非 氢 键 区 域 。 构 成 tRNA 
二 级 结构 的 要 素 有 : 环 (loop)、 
茎 (stem) 和 臂 (arm)。 一 个 典 
型 tRNA 的 二 级 结构 像 三 叶 草 
(cloverleaf), 含 有 4 个 环 和 4 个 
荃 。 环 是 由 链 内 没有 配对 的 
碱 基 突 出 而 成 , 葵 是 链 内 互补 
的 碱 基 之 间 配 对 形成 的 局 部 A 
型 双 螺旋 , 臂 则 是 紧 靠 着 葵 又 
不 属于 环 的 非 配对 核 音 酸 。 

按照 从 5 一 3' 的 顺序 ,4 
个 环 依次 是 D 环 (D loop)、 反 
密码 子 环 (anticodon loop)、 可 
变 环 (the variable loop) 和 TuyC 
环 (图 6-23)。4 个 葵 依 次 是 受 
体 荃 (acceptor stem)、D 葵 、 反 
密码 子 共 和 ThC 葵 。 臂 有 D 
臂 、 反 密码 子 臂 、TyC 臂 和 氮 
基 酸 臂 。 

受 体 葵 是 紧 靠 氨基 酸 与 
tRNA 连接 形成 氨 酰 -tRNA 的 
地 方 ,由 tRNA 靠近 两 端的 互补 序列 配对 而 成 。 虽 然 不 同 的 tRNA 在 一 级 结构 上 差别 很 大 ,但 它们 的 
二 级 结构 却 惊 人 地 相似 ,并 且 3' 端 的 最 后 三 个 核 苷 酸 总 是 CCA ,与 3' 端 的 第 四 个 核 苷 酸 一 起 ,并 不 参 
与 形成 受 体 葵 ,而 是 构成 接受 氨基 酸 的 臂 。 细 胞 在 合成 氨 酰 -tRNA 的 时 候 , 氨基 酸 最 终 被 添加 到 CCA 
末端 腺 苷 酸 的 3'- 羟基 上 ,在 后 续 蛋 白质 生物 合成 中 作为 氨基 酸 残 基 的 供 体 。D 环 得 名 于 它 常常 含有 
一 个 修饰 的 碱 基 , 即 二 氧 尿 喀 啶 (dihydrouridine,D)。 反 密码 子 环 因 含有 反 密 码 子 而 得 名 。 反 密码 子 是 
由 3 个 核 苷 酸 组 成 的 单位 , 它 能 够 按照 碱 基 互 补 配 对 的 原则 去 阅读 mRNA 上 同样 由 3 个 核 苷 酸 组 成 
的 特定 密码 子 , 从 而 将 核 苷 酸 序列 翻译 成 氨基 酸 序列 。 紧 靠 反 密码 子 $ 端的 核 苷 酸 总 是 TU, 紧 靠 3' 端 
的 核 苷 酸 总 是 味 叭 核 昔 酸 (通常 烷 基 化 )。 在 反 密 码 子 茎 和 TuC 葵 之 间 通 常 还 有 一 个 可 变 环 或 附加 环 
(extra loop), 其 长 度 在 不 同 的 tRNA 分 子 上 会 有 变化 ,因此 有 时 可 以 用 它 来 区 分 不 同 的 tRNA。TuCc 环 
含有 7 个 没有 配对 的 碱 基 , 包 括 TyC 序列 ,其 中 由 即 假 尿 苷 。 核 糖 体 与 tRNA 的 结合 依赖 于 其 对 TyC 
环 的 识别 。 

2. rRNA 的 二 级 结构 

核糖 体 是 蛋白 质 生物 合成 的 场所 ,构成 核糖 体 的 RNA 被 称 为 核糖 体 RNA (ribosomal RNA ,rRNA)。 
根据 沉降 系数 大 小 ,rRNA 可 分 为 几 种 不 同 的 类 型 。 原 核 生物 有 SS rRNA 、16S rRNA 和 23S rRNA; 真 
核 生 物 有 5S rRNA、5.8S rRNA 、18S rRNA 和 28S rRNA。 在 所 有 的 rRNA 分 子 上 都 发 现 有 大 量 链 内 互 
补 的 序列 ,这 些 序列 通过 互补 配对 ,使 rRNA 高 度 折 释 。 在 不 同 物种 的 同一 类 型 的 rRNA 上 存在 十 分 
保守 的 折 释 样式 。 

以 16S rRNA 为 例 , 其 内 部 存在 大 量 的 短 螺 旋 , 螺 旋 之 间 夹 杂 着 多 种 形式 的 环 和 突起 ,这 是 根据 形 
成 氧 键 的 序列 比 对 (alignment) 出 来 的 。 

比较 不 同 物种 来 源 的 16S rRNA 的 一 级 结构 和 二 级 结构 发 现 ,尽管 它们 在 一 级 结构 上 相似 度 并 
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6-22 RNA 分 子 中 的 GU 
碱 基 对 


如 果 一 个 iRNA 分 
子 上 的 反 密码 子 序列 是 GYC， 
那么 它 识 别 的 密码 子 序列 是 
什么 ? 
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不 高 ,但 它们 的 二 级 结构 
却 惊 人 地 相似 。 显 然 ,16S 
rRNA 的 分 子 进 化 是 二 级 
结构 在 起 作用 , 而 不 是 表 
现在 核 苷 酸 的 序列 上 。 换 
名 话说 ,16S rRNA 在 进化 
中 ,只 要 保证 它 的 二 级 结 
构 基 本 不 变 就 行 ,而 不 用 
在 乎 其 一 级 结构 的 变化 。 

再 以 SS rRNA 为 例 ， 
它 的 二 级 结构 由 5 段 螺 旋 
(TI~V)1 个 突 环 ( 环 A)、 
2 个 发 夹 环 ( 环 C 和 环 D)、 
2 个 内 部 环 ( 环 B 和 环 民 ) 
和 1 个 包 链 区 组 成 (图 
6-24)。 图 中 的 内 部 环 忆 
并 没有 画 成 环 ,是 因为 该 
环 的 $ 端 序列 和 3' 端 序列 在 三 级 结构 上 通过 非 Watson-Crick 碱 基 对 结合 在 一 起 。 

3. mRNA 的 二 级 结构 

mRNA 的 种 类 繁多 ,对 各 种 mRNA 的 二 级 结构 的 研究 却 很 少 。 实 际 上 ,人 们 关心 更 多 的 是 它们 的 
一 级 结构 ,这 是 因为 决定 多 肽 或 蛋白 质 氨基 酸 序列 的 是 其 一 级 结构 。 然 而 ,研究 发 现 ,mRNA 分 子 的 二 
级 结构 ,尤其 是 两 端的 二 级 结构 ,对 翻译 有 一 定 的 影响 , 某 些 mRNA 正 是 借助 于 末端 特殊 的 二 级 结构 ， 
对 基因 的 表达 进行 调控 。 出 现在 mRNA 分 子 上 最 多 的 二 级 结构 部 件 也 是 茎 环 结构 。 

4. DNA-RNA 杂交 双 链 的 二 级 结构 

由 DNA 和 RNA 形成 的 杂交 双 链 形成 的 是 A 型 双 螺旋 。 这 样 的 结构 会 在 体内 DNA 复制 .转录 和 
逆转 录 的 时 候 出 现 。 在 DNA 复制 的 时 候 , 先 要 合成 一 段 短 的 RNA 引物 ,这 段 RNA 序列 与 DNA 一 条 
链 上 的 部 分 序列 是 互补 的 ,它们 之 间 形 成 局 部 的 A 型 双 螺 旋 (参看 第 三 十 三 章 “DNA 复制 ”); 在 基因 
转录 的 时 候 , 以 DNA 一 条 链 上 的 一 段 核 昔 酸 序列 作为 模板 合成 各 种 RNA 分 子 , 被 转录 的 RNA 分 子 
总 是 有 7~8 个 核 苷 酸 与 DNA 的 模板 链 以 A 型 双 螺 旋 结 合 ; 而 在 逆转 录 的 时 候 ,RNA 是 模板 ,合成 的 
cDNA 与 其 也 是 形成 杂交 双 螺 旋 结 构 。 

(二 ) RNA 的 三 级 结构 

细胞 里 的 绝 大 多 数 RNA ,特别 是 较为 稳定 的 RNA, 如 rRNA 和 tRNA 等 ,都 有 自己 独特 的 三 级 结 
构 ,它们 的 三 级 结构 也 是 通过 折 释 实现 的 。RNA 的 三 级 结构 是 在 二 级 结构 的 基础 上 进一步 折 丢 .包装 
而 成 的 ,其 复杂 性 不 亚 于 和 蛋白质。 其 中 的 双 螺 旋 区 域 主要 充当 刚性 的 框架 结构 来 组 织 其 他 结构 或 功 
能 部 件 。 构 成 突起 内 部 环 、 发 夹 环 和 末端 环 的 单 链 区 域 对 于 RNA 最 终 三 级 结构 的 形成 至 关 重 要 ,其 
作用 相当 于 氨基 酸 残 基 的 侧 链 基 团 对 于 和 蛋白质 三 级 结构 形成 的 贡献 。 正 是 因为 这 些 单 链 区 之 间 以 及 
单 链 区 与 双 链 区 之 间 核 苷 酸 的 相互 作用 , 才 使 得 RNA 最 终 能 够 折 丢 成 它 所 特有 的 三 级 结构 。 事 实 上 ， 
RNA 折 丢 ,特别 是 较 大 的 RNA, 就 像 大 多 数 蛋 白质 的 折 友 一 样 , 也 需要 分 子 伴 个 的 帮助 ,以 便 让 大 多 
数 RNA 能 快速 折 释 成 正确 的 构象 , 而 不 至 于 陷 在 许多 可 能 错误 的 构象 中 “不 能 自拔 ”。 细 胞 内 有 许多 
非特 异性 的 核酸 结合 蛋白 (nonspecifiec nucleic acid-binding protein,NABP) 充 当 RNA 折 丢 的 分 子 伴侣 ， 
它们 通过 防止 或 解除 错误 的 折 丢 来 指导 一 种 RNA 正确 的 扳 。 为 了 与 参与 蛋白 质 折 丢 的 分 子 伴 倡 
区 分 开 来 ,通常 将 帮助 RNA 折 重 的 分 子 伴侣 称 为 RNA 伴侣 (RNA chaperone)。RNA 伴侣 与 正在 折 丢 





的 RNA 分 子 结合 以 后 ,一旦 出 现 错误 的 折 释 , 它 就 会 破坏 错误 折 和 至 的 RNA 分 子 内 部 的 次 级 键 ,形成 
RNA 蛋白 体 复合 物 ,在 这 种 复合 物 里 ,RNA 能 迅速 重新 折 丢 成 最 终 正 确 的 构象 。 

以 图 6-25 所 示 的 枯草 杆菌 体内 的 TPP 核 开 关 为 例 , 它 在 折 麦 的 时 候 , 先 形成 局 部 的 二 级 结构 ,这 
些 局 部 的 二 级 结构 的 形成 是 相对 独立 的 ,主要 利用 氧 键 和 碱 基 堆积 力 来 驱动 和 稳定 折 大 。 然 后 ,在 不 
同 的 二 级 结构 之 间 发 生 远 距 离 的 相互 作用 ,在 此 基础 上 形成 构建 三 级 结构 的 模块 即 模 体 。 参 与 远程 
作用 的 主要 是 游离 在 双 螺 旋 结 构 之 外 的 环 和 突起 中 的 核 苷 酸 ,这 些 核 苷 酸 之 间 发 生 相 互 作用 ,形成 非 
标准 的 碱 基 对 或 发 生 碱 基 堆 积 ,在 多 数 情 况 下 ,核糖 2-OH 参与 形成 氢 键 。 有 时 , 相 邻 的 螺旋 之 间 可 
通过 共 轴 的 碱 基 堆 积 (coaxial base stacking), 形 成 一 段 连续 的 或 准 连续 的 共 轴 螺 旋 (coaxial helix)。 
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6-25 ”枯草 杆菌 TPP 核 开关 的 三 级 结构 的 形成 


驱动 和 稳定 RNA 三 级 结构 形成 的 因素 经 常 涉 及 金属 离子 (如 Mg”*) 和 碱 性 蛋白 ,这 是 因为 RNA 
链 在 生理 pH 下 本 身 是 带 高 度 负 电荷 的 ,需要 通过 与 金属 离子 或 者 碱 性 的 蛋白 质 的 结合 ,来 中 和 或 屏 
蔽 主 链 上 磷酸 基 团 带 有 的 负电 荷 , 以 使 不 同 区 域 的 磷酸 核糖 骨架 能 相互 靠近 ,发 生 近 距离 的 接触 和 包 
装 ,并 可 能 作为 最 终 构 象 的 一 部 分 。 例 如 , 工 组 内 含 子 核 酶 就 围绕 1 个 Mg” 进行 折 释 。 此 外 ,其 他 几 
个 因素 也 能 影响 到 RNA 的 折 麦 ,包括 :在 一 级 结构 上 相距 较 远 的 两 段 区 域 形 成 标准 的 Watson-Crick 碱 
基 对 和 非 Watson-Crick 碱 基 对 ,在 一 段 双 螺 旋 和 一 段 单 链 之 间 通 过 非 Watson-Crick 碱 基 对 形成 三 螺旋 
(图 6-26), 以 及 碱 基 和 碱 基 之 间 的 堆积 力 、 碱 基 和 主 链 之 间 (特别 是 核糖 部 分 ) 的 相互 作用 等 。 

构成 RNA 三 级 结构 的 主要 结构 模 体 有 多 种 类 型 ,如 假 节 结构 (pseudoknob)、“ 吻 式 ” 发 夹 结构 
(kissing hairpin)。 这 些 不 同 的 模 体 之 间 可 以 相互 作用 ,形成 更 复杂 的 结构 。 

1. 假 节 结 构 

这 是 RNA 分 子 上 最 常见 的 一 种 模 体 ,最 初 是 在 葛 卜 黄色 镰 诸 病毒 (turnip yellow mosaic virus) 的 基 
因 组 RNA 上 被 发 现 的 。 一 个 假 节 结构 至 少 是 由 两 段 螺 旋 和 将 两 段 螺 旋 联 系 起 来 的 单 链 区 域 或 环 组 
成 (图 6-27)。 目 前 在 几 种 拓扑 学 结构 不 同 的 假 节 结 构 中 ,性质 最 为 确定 的 是 卫 形 假 节 。 在 互 形 假 节 


为 什么 RNA 的 三 
维 结构 也 比 DNA 复杂 得 多 ? 
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结构 之 中 ,一 个 发 夹 环 上 的 碱 基 与 茎 以 外 的 碱 基 

形成 分 子 内 的 配对 ,从 而 形成 第 二 个 葵 环 结构 , 产 区 
生 具 有 两 蔡 两 环 的 假 节 结构 。 上 述 两 茎 能 够 相 习 
互 埃 和 至 在 一 起 ,形成 一 个 具有 一 个 连续 股 和 一 个 O 
不 连续 股 的 准 共 轴 螺旋 。 单 链 环 区 域 经 常 与 相 邻 

的 荃 发 生 作 用 ,形成 氧 键 ,参与 整个 分 子 结构 的 形 

成 。 因 此 ,这 种 相对 简单 的 折 麦 能 产生 既 复 杂 又 SR 
稳定 的 结 梅 。 直 于 环 和 芝 长 度 以 站 次 们 尼 间 相 瑟 araaaseneareiaaieniann 人 nn 
作用 的 变化 , 假 节 结 构 实 际 上 有 多 种 形式 ,每 一 种 形式 可 能 具有 不 同 的 生物 学 功能 。 这 些 功能 包括 : 
参与 形成 多 种 核 酶 和 自我 剪接 的 内 含 子 (self-splicing intron) 的 活性 中 心 ;诱导 多 种 病毒 在 翻译 过 程 中 
发 生 核糖 体 移 框 (ribosomal frameshifting); 对 于 端 粒 酶 (telomerase) 发 挥 活性 有 十 分 重要 的 作用 。 虽 然 





及 U:A:U 三 联 体 





3， 端 粒 酶 不 属于 核 酶 ,但 其 RNA 部 分 充当 端 粒 DNA 合成 的 模板 。 有 证 据 表 明 , 端 粒 酶 RNA 中 有 一 个 
CS 高 度 保守 的 假 节 结构 是 端 粒 酶 活性 必需 的 。 人 体内 的 这 个 假 节 结构 兰 发 生 突变 ,可 导致 一 种 叫 先天 
(Watson 等 ,2007) 性 角 化 症 (dyskeratosis congenita) 的 遗传 疾病 。 

2.“ 吻 式 ” 发 夹 


这 种 模 体 结构 是 由 两 个 独立 的 发 夹 结 构 通过 环 之 间 的 碱 基 配 对 形成 的 。 当 两 个 环 配对 以 后 ,就 
在 两 个 发 夹 结 构 之 间 形 成 第 三 段 双 螺旋 ,这 段 螺 旋 与 原来 的 两 端 双 螺 旋 形 成 共 轴 堆积 或 共 轴 螺旋 (图 
6-28)。 艾 滋 病 病毒 的 基因 组 RNA 分 子 上 就 有 这 种 模 体 。 





C~ 全 信 共 轴 螺旋 


除了 假 节 结构 和 " 吻 式 ” 发 夹 结构 以 外 ,现在 还 发 现 了 A- 小 沟 模 体 (A-minor motif)、 核 糖 拉链 
(ribose zipper) 和 弯曲 - 转角 (kink-turn) 等 。 这 些 模 体 出 现在 不 同类 型 的 RNA 分 子 上 ,赋予 了 对 应 的 
RNA 分 子 上 的 其 他 结 ”RNA 特殊 的 结构 和 功能 。 
就 RNA 分 子 而 言 , 其 三 级 结构 的 形成 依赖 于 D 环 上 的 碱 基 和 不 变 碱 基 以 及 TbyC 环 上 的 碱 基 之 
间 建 立 氧 键 。 参 与 三 级 结构 形成 的 许多 氧 键 并 不 是 通常 的 AU 和 GC 碱 基 对 。 所 有 的 氢 键 将 D 臂 和 
TuyC 臂 折 友 到 一 起 ,并 将 三 叶 草 二 级 结构 弯曲 成 稳定 的 倒 工 型 (图 6-29)。 
在 三 级 结构 中 ,tRNA 的 两 个 功能 端 被 有 效 地 隔离 开 ,携带 氨基 酸 的 受 体 葵 位 于 工 的 一 端 ,与 另 一 
端的 反 密 码 子 相距 7 nm 左右 ,而 D 环 和 TuyyC 环 构成 工 的 角 。 在 倒 工 形 构象 中 , 碱 基 的 排列 方向 都 尽 
可 能 增加 碱 基 平 面 之 间 的 下 水 堆积 力 , 这 也 是 仅 次 于 氧 键 的 稳定 倒 工 形 构象 的 因素 。 
对 rRNA 的 三 级 结构 而 言 ,只 是 在 近 十 多 年 来 才 有 了 许多 突破 。X 射线 衍射 获得 的 数据 表明 , 核 
糖 体 的 整体 构象 是 由 rRNA 决定 ,核糖 体 蛋白 质 一 般 正 好 位 于 RNA 螺旋 之 间 ,起 点 缀 作用 ,图 6-30 分 
别 显示 了 原核 生物 核糖 体 小 亚 基 和 大 亚 基 上 rRNA 的 三 维 结构 。 
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第 四 节 ”核酸 与 蛋白 质 的 相互 作用 


细胞 内 的 核酸 并 不 是 游离 的 ,它们 总 是 与 蛋白 质 或 酶 发 生 各 种 各 样 的 作用 ,这 些 作 用 不 但 能 够 影 
响 核酸 的 结构 ,而 且 直 接 参 与 基因 的 复制 .重组 ,修复 转录、 转录 后 加 工 和 翻译 等 过 程 。 在 很 多 情况 各 
下 ,核酸 与 蛋白 质 能 够 形成 紧密 的 复合 物 即 核酸 蛋白 体 颗粒 。 下 面 就 几 种 主要 核酸 蛋白 体 的 结构 与 
功能 进行 简单 的 介绍 ,至 于 在 DNA 复制 .转录 .重组 和 修复 中 DNA 与 蛋白 质 的 相互 作用 ,将 在 第 三 篇 
“分 子 生物 学 " 中 做 详细 的 阐述 。 









NA 


一 、DNA 与 蛋白 质 的 复合 体 

DNA 与 蛋白 质 形 成 的 复合 体 最 为 重要 的 是 染色 质 (chromatin) 或 染色 体 (chromosome) 以 及 DNA 
病毒 颗粒 ,这 里 仅 介 绍 染 色 质 和 染色 体 。 

全 质 @6-30 原核 生物 核糖 体 

与 细菌 基因 组 形成 鲜明 对 照 的 是 , 真 核 生物 的 基因 组 DNA 是 高 度 折 友 的 ,并 与 一 些 特殊 的 蛋白 ”大 、 小 两 个 亚 基 rRNA 的 三 维 
质 结合 形成 一 种 致密 的 动态 多 聚 物 , 即 染色 质 。 这 种 蛋白 质 -DNA 复合 物 在 细胞 核 内 发 生 的 DNA 复 。 结构 


大 亚 基 TRNA 
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制 . 重 组 、 修 复 和 转录 过 程 中 起 重要 的 作用 。 

染色 质 是 一 种 动态 的 结构 ,通常 在 细胞 核 内 被 高 度 压缩 成 无 定形 的 长 纤维 。 在 有 丝 分 裂 的 中 期 
呈 高 度 浓 缩 。 染 色 质 的 组 成 包括 DNA、 蛋 白质 和 少量 的 RNA。 在 质量 上 ,DNA 和 紧密 结合 的 蛋白 质 
差不多 各 占 一 半 。 染 色 质 上 的 蛋白 质 有 组 蛋白 (histone) 和 非 组 蛋白 两 类 (non-histone protein)。 

染色 质 可 分 为 常 染色 质 (euchromatin) 和 异 染 色 质 (heterochromatin)。 常 染色 质 在 细胞 周期 的 间 期 
浓缩 程度 很 低 ,染色 淡 , 具 转 录 活 性 ; 异 染色 质 浓缩 程度 高 ,染色 深 , 一 般 无 转录 活性 。 异 染色 质 DNA 
在 S 期 复制 时 比 常 染色 质 要 晚 ,这 是 异 染色 质 高 度 浓缩 的 结果 。 

染色 质 中 最 重要 的 结构 单元 是 核 小 体 , 核 小 体 是 由 DNA 和 组 蛋白 组 成 的 串珠 状 (beads on astring) 结 构 。 

1. 组 蛋白 

组 蛋白 是 染色 质 上 含量 最 丰富 的 蛋白 质 , 富 含 碱 性 氨基 酸 一 Lys 和 Arg, 属 于 一 类 较 小 的 碱 性 蛋 
白 。 它 们 在 生理 pH 下 带 有 正 电 荷 , 这 样 就 可 以 和 带 负 电荷 的 DNA 通过 静电 引力 结合 在 一 起 。 

组 蛋白 主要 有 5 种 类 型 , 即 H1.H2A、H2B\H3 和 H4。 某 些 生物 或 组 织 还 有 Hl? 或 H5( 表 6-4)。 此 外 ， 
细胞 内 还 存在 与 这 5 种 标准 形式 相对 应 的 不 同 变 体 。 这 些 变 体 在 取代 相应 的 标准 组 蛋白 与 DNA 结 
合 以 后 ,会 改变 局 部 的 核 小 体 和 染色 质 的 结构 ,进而 有 可 能 影响 到 基因 的 表达 (参看 第 四 十 三 章 “ 真 核 
生物 的 基因 表达 调控 ”第 一 节 “在 染色 质 水 平 上 的 调控 ”)。 





m 表 6-4 几 种 组 蛋白 的 性 质 比 较 





组 蛋白 有 你 本 性 
H3 15 400 高 度 保守 
H4 11 340 高 度 保守 
H2A 14 000 在 不 同 组 织 和 物种 中 ,中 度 保 守 
H2B 13 770 在 不 同 组 织 和 物种 中 ,中 度 保守 
HIl 21 500 在 不 同 组 织 和 物种 中 ,显著 变化 
Hl? ~21 500 变化 很 大 ,只 存在 于 非 复 制 的 细胞 
H5 21 500 高 度 变 化 ,只 存在 于 某 些 物种 无 转录 活性 的 细胞 


各 种 组 蛋白 在 进化 的 保守 性 上 是 不 一 样 的 ,保守 性 最 高 的 是 H4, 其 次 是 H3, 再 其 次 是 H2A 和 
H2B。 变 化 最 大 的 是 Hl ,但 某 些 组 织 中 没有 也 1 ,而 含有 其 他 类 型 的 组 蛋白 。 例 如 ,在 鸟 类 的 红细胞 中 
由 H5 取代 了 HIl。 

在 三 维 结构 上 ,H2A、H2B、H3 和 H4 的 结构 相似 ,N 端 形成 尾巴 ,C 端 形成 组 蛋白 特有 的 结构 模 
体 一 一 组 蛋白 折 乔 (histone fold)。 组 蛋白 折 释 由 3 段 a 螺旋 组 成 ,中 间 的 a 螺旋 比较 长 ,两 侧 的 较 短 ， 
组 合 起 来 形 如 一 个 浅 的 “"U " 字 ( 图 6-31)。 

组 蛋白 氨基 酸 序列 的 保守 性 清楚 地 表明 ,它们 在 各 种 真 核 生 物 的 染色 质 中 所 起 的 作用 十 分 相似 。 

2. 非 组 蛋白 

非 组 蛋白 泛 指 在 染色 质 上 除 组 蛋白 以 外 的 各 种 蛋白 质 。 其 种 类 繁多 ,功能 广泛 ,成 分 也 不 固定 ， 
许多 尚未 定性 。 








玉 瑞 尾巴 组 蛋 下 折 矢 
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3. 核 小 体 

核 小 体 (nucleosome) 可 视 为 染色 质 的 一 级 结构 单位 ,在 电镜 下 呈 串 珠 状 (图 6-32): 每 一 个 “珠子 ” 
由 组 蛋白 核心 (histone core) 和 环绕 其 上 (而 不 是 穿 过 ) 的 DNA 组 成 ( 约 146 bp); 相 邻 “珠子 " 之 间 的 连 
线 为 DNA , 称 为 连接 DNA(linker DNA), 长 度 8~114 bp 不 等 , 它 最 容易 受到 DNA 酶 的 水 解 。Hl 与 连 
接 DNA 结合 ,但 去 除 H1 并 不 会 破坏 核 小 体 结构 (图 6-33)。 

组 蛋白 核心 是 一 个 八 聚 体 , 由 4 组 二 聚 体 通过 组 蛋白 折 丢 结合 在 一 起 。H3 与 H4 通过 一 个 折 春 
形成 异 源 二 聚 体 ,H2A 与 H2B 通过 另 一 个 组 蛋白 折 稚 形成 另 一 个 异 源 二 聚 体 。 两 个 H3-H4 二 聚 体 
通过 H3 之 间 的 四 螺旋 束 (4-helix bundle) 形 成 H3-H4 四 聚 体 , 最 后 一 对 H2A-H2B 通过 H2B 与 H4 之 
间 的 相互 作用 形成 八 聚 体 。 组 蛋白 核心 通过 静电 引力 与 DNA 结合 ,其 表面 大 约 环绕 146 bp 的 DNA 
双 螺 旋 , 因 此 DNA 长 度 被 压缩 6-~7 倍 。 组 蛋白 也 与 一 些 参与 组 蛋白 核心 组 装 和 调节 基因 表达 的 非 组 
蛋白 结合 。 有 时 组 蛋白 还 会 受到 乙酰 化 . 甲 基 化 和 磷酸 化 等 形式 的 共 价 修饰 ,以 改变 分 子 的 电荷 ,从 
而 影响 到 它们 与 DNA 的 相互 作用 。 

最 新 研究 发 现 ,细胞 内 核 小 体 的 组 装 经 历 前 核 小 体 (pre-nucleosomes) 中 间 物 。 这 种 介 于 DNA 与 
核 小 体 之 间 的 前 核 小 体 结 构 ,在 依赖 于 ATP 的 马达 蛋白 (ATP-dependent motor protein) ACF 的 催化 下 ， 
可 快速 地 形成 标准 的 核 小 体 结构 。 

核 小 体 的 宽度 约 为 10 nm, 因 此 这 个 阶段 的 染色 质 被 称 为 10 nm 纤维 或 核 蛋 白 纤 维 (nucleoprotein 
fibril)。 通 过 X 射线 晶体 衍射 分 析 发 现 ,构成 核 小 体 核心 的 组 蛋白 单 体 N 端 和 C 端 尾巴 并 不 在 核心 结 
构 之 中 ,而 是 伸 出 来 通过 超 螺 旋 上 的 沟 与 相 邻 的 核 小 体 接 触 ;DNA 双 螺 旋 每 隔 10 bp 其 小 沟 就 面 对 蛋 
白质 的 表面 ,并 与 Arg 侧 链 接触 ;DNA 的 大 沟 朝 外 ,能 够 被 序列 特异 性 调节 蛋白 识别 并 结合 ; 核 小 体 表 
面 的 DNA 卷曲 并 略 显 缠绕 不 足 , 以 负 超 螺旋 的 形式 存在 ( 螺 距 为 10.2 bp/ 圈 而 不 是 10.5 bp/ 圈 )。 

(二 ) 染色 体 

染色 体 是 基因 组 的 结构 单位 。 每 一 条 染色 体 由 一 个 DNA 分 子 和 与 之 相 结合 的 蛋白 质 组 成 ,一 般 
呈 高 度 浓 缩 的 状态 。 

细菌 含有 一 个 单一 的 连续 环 状 染 色 体 , 呈 超 螺旋 状态 ,被 包装 成 多 个 来 回 的 环 ,没有 核 膜 包围 ,但 
集中 在 某 一 区 域 ,并 与 质 膜 接触 。 出 现在 细菌 染色 体 上 的 蛋白 质 主要 是 一 些 碱 性 蛋白 。 其 中 最 普遍 
的 是 HU 和 蛋白。 细菌 没有 组 蛋白 ,因此 不 会 形成 核 小 体 的 结构 。 

与 细菌 相似 , 古 菌 的 染色 体 也 是 单一 的 连续 环 状 染 色 体 ,但 许多 古 菌 具有 组 蛋白 ,因此 也 会 形成 
核 小 体 。 然 而 , 古 菌 的 组 蛋白 要 短 于 真 核 生 物 ,而 且 在 与 DNA 形成 核 小 体 的 时 候 , 只 形成 四 聚 体 核心 。 
如 此 小 的 组 蛋白 核心 让 古 菌 的 一 个 核 小 体 只 能 包 被 约 80 bp 的 DNA。 

真 核 生 物 有 多 个 线形 染色 体 。 不 同 的 染色 体 大 小 不 一 样 , 但 都 呈 高 度 浓缩 的 状态 。 每 一 条 染色 体 
都 含有 3 个 重要 的 功能 元 件 :自主 复制 序列 (autonomously replicating seduence,ARS)、 着 丝 粒 (centromere) 
和 端 粒 (telomere)。 这 些 元 件 是 线形 染色 体 正常 复制 及 其 随后 的 正确 分 离 所 必需 的 。 其 中 ARS 充当 
DNA 复制 起 始 区 ,着 丝 粒 的 主要 功能 是 使 复制 的 染色 体 在 细胞 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 过 程 中 可 均等 地 
分 配 到 子 细胞 中 , 端 粒 为 线性 DNA 的 两 端 ,是 维持 染色 体 的 完整 性 所 必需 的 。 

染色 体 是 在 DNA 与 组 蛋白 形成 核 小 体 的 基础 上 ,经 过 层 层 包装 形成 的 ,先后 经 历 了 30 nm 纤维 / 
螺 线 管 . 环 “玫瑰 花 为 "等 结构 ,直至 形成 高 度 浓缩 的 染色 体 。 


二 、RNA 与 蛋白 质 的 复合 体 
细胞 内 的 RNA- 和 蛋白质 复 合体 很 多 ,有 RNA 病毒 、 核 糖 体 、 信 号 识别 颗粒 、 剪 接 体 、 编 辑 体 、 核 糖 
核酸 酶 P 和 端 粒 酶 等 。 它 们 的 结构 与 功能 将 会 在 以 后 的 相关 章节 中 一 一 介绍 。 
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图 6-33， 核 小 体 结构 模型 
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第 五 节 ”核酸 的 功能 


早 在 1868 年 , 孟 德 尔 遗传 规律 被 发 现 之 后 不 久 ,瑞士 的 堪 T Miescher 就 发 现 细胞 核 含 有 一 种 富 含 磷 的 
酸性 物质 ,定名 为 核 素 (nuclein), 后 来 被 称 为 核酸 。 但 此 项 重大 发 现 与 遗传 规律 的 发 现 一 样 遭 受 了 相同 
的 命运 ,当时 没有 引起 人 们 的 重视 ,直到 20 世纪 30 年 代 末 ,人 们 才 逐 渐 将 核酸 和 细胞 的 功能 联系 起 来 。 

对 于 RNA 而 言 , 其 功能 多 种 多 样 。 在 远古 的 “RNA 世界 " 中 ,RNA 可 能 行使 过 当今 DNA 和 和 蛋白 
质 承 担 的 所 有 功能 ,而 在 现代 的 生命 世界 中 ,RNA 的 生物 功能 仍然 还 有 很 多 , 主要 包括 :充当 RNA 
病毒 的 遗传 物质 ,如 甲肝 病毒 和 艾滋 病 病 毒 ;@ 作 为 生物 催化 剂 即 核 酶 ,如 核糖 核酸 酶 P 和 核糖 体 ; 
@@ 参 与 蛋白 质 的 生物 合成 ,这 与 细胞 内 3 种 最 重要 的 RNA, 即 mRNA、tRNA 和 rRNA 有 关 ;@ 作 为 引 
物 , 参 与 DNA 复制 (参看 第 三 十 三 章 *DNA 复制 ” );@ 参 与 RNA 前 体 的 后 加 工 , 如 snRNA 参与 细胞 核 
mRNA 前 体 的 剪接 ,snoRNA 参与 真 核 rRNA 前 体 的 后 加 工 ,gRNA 参与 编辑 (参看 第 三 十 七 章 “转录 后 
加 工 ”);@@) 参 与 基因 表达 的 调控 ,如 干扰 RNA 和 反 义 RNA 参与 翻译 水 平 上 的 基因 表达 调控 ;CD) 参 与 
蛋白 质 共 翻译 的 定向 和 分 拣 ,如 7S RNA (参看 第 四 十 章 “ 和 蛋白 质 的 翻译 后 加 工 及 其 定向 和 分 拣 ”); 
@ 人 参与 X 染色 体 的 失 活 , 这 与 Xist RNA 有 关 。 

与 RNA 相 比 ,DNA 在 生物 体内 的 功能 只 有 一 种 ,就 是 作为 生物 体 的 主要 遗传 物质 ,生物 体 的 一 切 
性 状 最 终 都 是 由 它 决 定 的 。 证 明 这 项 功能 的 主要 证 据 是 0.T. Avery 的 细菌 转化 实验 和 Hershey-Chase 
的 叭 菌 体 实验 。 


科学 故事 一 DNA 双 螺 旋 结 构 的 发 现 

离 DNA 双 螺 旋 60 岁 的 生日 越 来 越 近 了 ! 不 过 双 螺旋 结构 的 共同 发 现 者 之 一 Crick 已 于 2004 年 7 
月 29 日 病逝 ,享年 88 岁 。 

1953 年 2 月 28 目 中 午 , 剑 桥 大 学 两 位 年 轻 的 科学 家 Crick 和 Watson 在 一 个 非 学 术 场 所 ,位 于 剑桥 大 
学 国王 学 院 侍 对面 的 老 应 酒吧 (The Eagle Pub) 宣布 他 们 的 发 现 :DNA 是 由 两 条 互补 的 脱氧 核 背 酸 链 组 成 
的 双 螺旋 结构 。1953 年 4 月 25 日 ,Nature 发 表 了 这 一 成 果 。 不 过 ,按照 国际 学 术 界 的 惯例 ,一 项 成 果 必 须 
是 在 学 术 杂 志 上 正式 发 表 才 能 被 视 为 正式 宣布 ,这 样 做 是 为 了 防止 有 人 钻 空 子 随便 宣布 获得 重大 成 果 而 
造成 混乱 。 因 此 ,尽管 Wagon 和 Crick 于 2 月 28 日 就 在 老 应 酒吧 宣布 了 这 一 成 果 , 但 包括 英国 官方 机 构 
在 内 的 很 多 机 构 仍 然 把 4 月 25 日 作为 DNA 双 螺 旋 结 构 的 发 现 纪念 日 。 

与 Watson 和 Crick 分 享 诺 贝 尔 奖 的 还 有 Maurice Wilkins。Wikkins 的 贡献 在 于 为 Watson 和 Crick 的 
发 现 提供 了 实验 证 据 。 然 而 科学 界 就 究竟 是 谁 第 一 个 发 现 了 DNA 的 双 螺旋 结构 一 直 存在 不 同 的 看 法 。 
眼下 ,一 些 DNA 双 螺 旋 结 构 发 现 者 的 私人 手稿 和 信件 揭示 了 科学 史上 一 些 鲜 为 人 知 的 故事 与 细节 。 这 
可 以 算是 科学 史上 的 一 桩 著名 公案 ,其 中 涉及 另外 一 位 著名 的 科学 家 Rosalind Franklin。EFranklin 是 一 位 
非常 优秀 的 实验 科学 家 。 在 与 Wilkins 合作 期 间 赁 着 独特 的 思维 ,设计 了 能 从 多 方面 了 解 DNA 结构 的 实 
验方 法 ,获取 在 不 同 温 度 下 的 DNA 纤维 的 射线 衍射 图 , 从 而 分 辨 出 了 这 种 分 子 的 维度 、 角 度 和 形状 。 
她 发 现 DNA 是 蝶 旋 结构 , 至 少 有 两 股 , 其 化 学 信息 面 朝 里 。 这 已 经 非常 接近 真理 。 然 而 , Eranklin 非常 有 
个 性 ,经 常 对 人 进行 直言 不 讳 的 尖锐 批评 ,与 Wikins 因 性 格 不 合 也 时 常 发 生 矛 盾 , 最 终 她 从 Wilkins 小 组 
中 分 离 了 出 来 , 另 立 门户 。 

受 Wilkins 和 Franklin 关于 DNA 的 X 射 线 衍射 图 分 析 报 告 的 启发 ,在 英国 的 卡 文 迪 什 实验 室 工作 
时 Watson 与 Crick 相遇 并 共同 研究 DNA 的 结构 。 最 初 , Watson 与 Crick 干 辛 万 苦 地 按照 他 们 的 理解 把 
糖 和 磷酸 构成 的 主 链 置 于 中 间 , 碱 基 则 朝 外 , 搭 出 了 DNA 三 螺旋 的 结构 。 他 们 认为 ,这 个 模型 与 Wilkins 
和 Franklin 提供 的 入 射线 衍射 图 比较 吻合 。 在 向 Wilkins 和 Franklin 透露 了 他 们 的 所 谓 最 新 重大 成 果 时 ， 
Franklin 一 针 见 血 地 指出 了 这 一 成 果 的 缺陷 ,特别 是 这 个 模型 过 分 模仿 水 分 子 。 尽 管 Franklin 当时 并 不 知 





道 DNA 的 精确 结构 应 当 是 什么 样 的 ,但 是 通过 她 自己 的 研究 ,她 至 少 知道 DNA 结构 不 应 当 是 什么 样 的 。 
也 就 是 说 ,DNA 的 螺旋 结构 并 不 是 三 螺旋 。 正 是 她 这 种 独特 的 指 路 明灯 式 的 光 关 ,把 Watson 和 Crnck 一 
步 步 引导 到 了 正确 的 方向 。 

作为 一 名 女 犹太 裔 科学 家 ,再 加 上 脾气 率直 ,Franklin 自然 不 被 学 术 界 所 包容 。 因 此 1962 年 ,Watson 
和 Crick 获得 诺 贝 尔 奖 时 发 表演 说 根本 没有 提 到 她 。 

然而 Franklin 的 贡献 是 二 良 置疑 的 ,她 分 辨 出 了 DNA 的 两 种 构象 ,并 成 功 地 拍摄 了 它 的 X 射线 衍射 
照片 ,特别 是 有 一 张 编 号 51 的 照片 格外 清晰 。Watson 在 1968 年 出 版 的 Te Dorpie 不 克 一 书 中 ,透露 了 
Wilkins 曾 偷偷 复制 Franklin 的 研究 成 果 并 提供 给 他 ,其 中 就 包括 了 现在 众所周知 的 她 证 明 螺旋 结构 的 第 
51 张 广 射 线 图 像 。Watson 和 Crick 未 经 她 的 许可 使 用 了 这 张 照片 。 在 一 封 Franklin 与 Watson、Crick 的 
通信 中 ,Crick、Watson 对 Franklin 说 ,她 和 Wilkins 的 非常 清晰 的 DNA 图 片 对 他 们 启发 很 大 。 可 以 说 ,如 
果 没 有 Franklin 的 X 射线 衍射 成 果 , 要 确定 DNA 的 螺旋 结构 是 很 难 的 。 

这 个 故事 的 结局 是 伤感 的 。 当 1962 年 Watson、Crick 和 Wilkins 获得 诺 贝尔 奖 的 时 候 ,Franklin 却 于 
1958 年 因 卵 巢 癌 去 世 了 ,年 仅 37 岁 。 而 按 诺 贝尔 立 下 的 规矩 : 诺 贝 尔 奖 只 发 给 那些 尚 在 人 世 ` 并 为 人 类 ER》 DNA 双 螺旋 的 发 现 











和 社会 发 展 做 出 了 极 大 贡献 的 人 ,因而 Franklin 未 能 获得 该 殊荣 。 (全 版 ) 
推荐 网 址 : 本 章 小 结 填 填 看 


1. http :Withemedicalbiochemistrypage.org/nucleic-acids.html (完全 免费 的 医学 生物 化 学 课程 网 站 ,有 关 核 
苷 酸 和 核酸 的 内 容 ) 

2. http :JWen.wikipedia.org/wikiDNA (维基 百科 有 关 DNA 的 内 容 ) 

3. http:/Wen.wikipedia.org/wiki/RNA (维基 百科 有 关 RNA 的 内 容 ) 

4. http :Wwww.ble.arizona.edu/molecular_graphics/dna_structure/dna_tutorial.html (美国 亚利桑那 大 学 另 一 
生物 化 学 课程 网 站 ,内 有 DNA 基本 结构 的 介绍 ) 

5. http :Wwww.tulane.edu/~biochem/nolan/lectures/rnay/intro.htm (美国 杜 兰 大 学 的 一 个 生物 化 学 课程 网 站 ， 
内 有 核酸 结构 学 习 辅 助 资料 ,很 实用 ) 
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名 第 七 章 核酸 的 性 质 及 研究 方法 


核酸 是 由 核 苷 酸 组 成 的 多 聚 物 , 因 此 所 具有 的 许多 性 质 是 由 核 苷 酸 残 基 赋 予 的 ,例如 紫外 吸收 和 
两 性 解 离 。 但 作为 生物 大 分 子 的 核酸 又 有 许多 特有 的 性 质 ,例如 变性 和 复 性 。 

本 章 将 主要 介绍 核酸 的 理化 性 质 ,以 及 如 何 利用 这 些 性 质 对 核酸 进行 分 离 、 纯 化 ,还 会 对 核酸 的 
一 些 研 究 方法 做 简单 的 介绍 。 


第 一 节 ”核酸 的 理化 性 质 


核酸 的 理化 性 质 主要 包括 紫外 吸收 (参见 第 五 章 “ 核 苷 酸 ”入 酸 碱 解 离 . 变 性 、 复 性 和 水 解 等 。 


一 、 酸 碱 解 离 
核酸 的 酸 碱 解 离 性 质 与 核 苷 酸 一 致 , 详 见 第 五 章 “ 核 背 酸 "”。 但 由 于 核酸 为 多 聚 核 苷 酸 ,含有 大 量 
的 磷酸 基 团 ,因此 它们 的 p7 较 低 ,DNA 的 pb 为 4~4.5,RNA 的 p7 为 2~2.5。 


二 、 变 性 

核酸 的 变性 是 指 核酸 受到 加 热 ,极端 的 pH 离子 强度 的 降低 或 特殊 的 化 学 试剂 (尿素 盐酸 县 和 
甲醛 等 ) 的 作用 后 ,其 双 螺旋 区 因 氢 键 和 碱 基 堆积 力 被 破坏 而 发 生 解 链 、 变 成 单 链 的 过 程 (图 7-1)。 其 
中 并 不 涉及 共 价 键 的 断裂 。 

核酸 在 变性 时 ,其 理化 性 质 会 发 生 一 系列 改变 ,例如 紫外 吸收 和 浮力 密度 升 高 ,黏度 降低 ,沉降 速 
率 加 快 ,生物 活性 降低 、 丧 失 或 不 变 , 其 中 紫外 吸收 增加 的 现象 称 为 增色 效应 (hyperchromic effect)。 增 
色 效 应 产生 的 原因 是 双 螺 旋 结 构 之 中 的 碱 基 堆 积 力 降低 了 紫外 吸收 , 当 核 酸 变性 以 后 , 碱 基 堆 积 力 被 
削弱 ,这 时 每 一 个 碱 基 的 紫外 吸收 能 力 都 充分 表现 出 来 ,紫外 吸收 随 之 升 高 。 上 述 性 质 的 变化 可 作为 
检测 核酸 变性 的 指标 。 

在 此 有 必要 将 蛋白 质变 性 和 核酸 变性 进行 比较 。 两 者 都 强调 了 高 级 结构 的 破坏 和 次 级 键 的 断裂 ， 
且 共 价 键 并 不 受 影响 。 然 而 ,蛋白 质变 性 强调 的 是 蛋白 质 三 级 结构 的 破坏 和 生物 功能 的 丧失 。 如 果 
蛋白 质 发 生变 性 ,其 三 级 结构 肯定 遭 到 了 破坏 , 它 的 生物 学 功能 也 必然 丧失 ; 而 核酸 的 变性 强调 的 是 
其 二 级 结构 即 双 螺 旋 结 构 的 破坏 , 它 与 核酸 的 生物 学 功能 是 否 丧 失 没有 必然 的 联系 。 

对 于 DNA 而 言 , 变 性 并 不 会 使 其 生物 学 功能 丧失 ,反而 有 利于 其 生物 学 功能 的 发 挥 ,这 是 因 
为 DNA 的 生物 学 功能 是 贮存 .复制 及 转录 遗传 信息 ,而 遗传 信息 是 贮存 在 一 级 结构 之 中 的 ,DNA 
在 变性 的 时 候 , 一 级 结构 并 没有 遭 到 任何 破坏 。 此 外 ,无 论 是 DNA 复制 还 是 转录 ,第 一 步 都 需 
要 DNA 发 生 解 链 ,这 实际 上 就 是 DNA 的 变性 。 例 如 ,体外 复制 DNA 即 PCR 的 第 一 步 反 应 就 是 热 

而 对 于 RNA 而 言 ,变性 是 否 破 坏 其 生物 学 功能 ,需要 区 别 对 待 。 那 些 生物 学 功能 直接 由 高 级 结 
构 决 定 的 RNA, 如 tRNA rRNA snRNA snoRNA 和 核 酶 ,一 旦 发 生变 性 ,就 会 像 蛋白 质 一 样 ,生物 学 功 
能 立刻 丧失 。 而 对 于 那些 生物 学 功能 直接 与 一 级 结构 有 关 的 RNA, 如 mRNA 和 RNA 病毒 的 基因 组 
RNA ,变性 不 会 破坏 它们 的 生物 学 功能 。 

如 图 7-2 所 示 , 双 链 DNA 的 热 变性 是 在 很 窗 的 温度 内 发 生 的 ,与 晶体 在 熔点 时 突然 熔化 的 情形 





相似 ,因此 DNA 也 具有 熔点" ,用 思 表 示 。7T 是 
指 DNA 双 螺 旋 有 一 半 发 生 热 变性 或 有 一 半 氢 键 
因 受 热 破坏 时 相应 的 温度 。DNA 的 7 值 通常 在 
82-95%C。 

若 以 温度 (7 刀 对 DNA 溶液 的 紫外 吸光 度 作 图 ， 
得 到 的 DNA 变性 曲线 通常 为 $ 形 。S 形 曲线 下 方 
平坦 段 ,表示 DNA 的 氧 键 尚未 破坏 ; 当 加 热 到 某 一 

70 温度 , 氢 键 突然 断裂 ,DNA 迅速 解 链 ,同时 伴随 着 吸 

光度 的 陡然 上 升 ,这 对 应 于 曲线 中 段 陡 直 的 部 分 ;此 
后 因 “* 无 链 可 解 ” 而 出 现 增色 效应 丧失 的 上 方 平 坦 
段 。 如 果 需 要 强调 热 变性 与 增色 效应 之 间 的 关系 ,那么 可 以 从 另外 一 个 角度 来 定义 也, 即 让 增色 效应 
达到 一 半 时 的 温度 作为 T, 它 在 S 形 曲线 上 相当 于 吸光 度 增 加 的 中 点 处 所 对 应 的 横 坐 标 。 

DNA 的 思 , 值 并 不 是 固定 不 变 的 ,至 少 受到 4 种 因素 的 影响 ; 

(1) DNA 的 均一 性 DNA 的 均一 性 有 两 种 不 同 的 含义 :第 一 种 是 指 DNA 序列 的 均一 性 ,如 人 工 
合成 的 poly d(A-T) 或 poly d(G-C) 具 有 高 度 的 均一 性 ,这 是 因为 它们 只 含有 一 种 碱 基 对 ,与 天 然 DNA 
相 比 ,这 些 人 工 合成 的 高 度 均一 性 DNA 的 T, 值 范围 就 很 窗 , 这 是 因为 它们 在 变性 时 的 氢 键 断裂 几乎 
同时 进行 ,所 要 求 的 变性 温度 更 趋 于 一 致 ;第 二 种 是 指 待 测 样品 DNA 的 组 成 是 否 均 一 , 即 是 否 含有 其 
他 杂 DNA 的 污染 ,例如 ,所 测 样品 中 只 含有 一 种 病毒 DNA, 其 7 值 的 范围 就 相对 较 窗 , 若 混 有 其 他 来 
源 的 DNA,T, 值 范 围 就 变 宽 。 总 的 说 来 , 某 种 DNA 均一 性 越 高 ,变性 时 DNA 双 螺 旋 之 间 的 氢 键 断裂 
所 需 能 量 就 接近 ,其 ?, 值 范 围 就 越 窗 。 反 之 亦 然 。 

人 @) cc 含量 在 溶剂 条 件 固定 的 前 担 下 ,7 值 
0.01 mol/L 磷酸 的 高 低 取 决 于 DNA 分 子 中 的 GC 含量 。 如 图 7-3 
0.001molL EDTA 

所 示 ,GC 含量 越 高 ,7 值 越 高 。 这 是 因为 GC 碱 基 
对 具有 3 个 氢 键 , 比 AT 碱 基 对 多 1 个 ,而 且 产生 的 






肺炎 球菌 
(38% G+C) 


7-2 _GC C 含量 对 D DNA mr 的 影响 











喇 

人 60 碱 基 堆积 力 更 大 。 显 然 破 坏 GC 碱 基 对 比 破坏 AT 
2 碱 基 对 需要 消耗 更 多 的 能 量 , 故 GC 含量 高 的 DNA， 

及 40 
村 人 其 也, 也 高 。 实 验证 明 ,DNA 的 7 值 与 其 GC 含量 

如 ， 0.15 molL NaCl 呈正 相关 。 
(人 0.015 mol/L 柠 楼 酸 钠 
人, 值 与 GC 含量 (zw) 百分比 的 这 种 关系 可 用 以 
0 0 0 Ta \ 式 来 表示 (DNA 溶解 在 0.2 molyL NacCl 浴 
2 液 中 ):w% (G+C)=2.44(T, - 69.3%C )。 

个 7-3 _DNA 分 子 中 的 GC 含量 与 DNA Tu 之 间 的 关 (3) 离子 强度 ”溶液 中 的 阳离子 能 够 中 和 或 屏 


系 曲线 蔽 DNA 主 链 上 磷酸 根 的 负电 荷 ,减弱 两 条 链 之 间 的 


排斥 作用 而 增强 DNA 双 螺 旋 结 构 的 稳定 性 。 因 此 ,溶液 中 的 离子 强度 越 高 ,DNA 的 T。 值 就 越 高 。 

(4) 其 他 变性 因素 的 作用 “许多 容易 形成 氨 键 的 试剂 (例如 尿素 和 甲 酰 胺 ) 能 够 破坏 碱 基 对 之 间 
的 氧 键 , 因 此 可 以 降低 DNA 的 Tu 值 。 而 那些 能 够 提高 碱 基 浴 解 性 的 试剂 (如 甲醇 ), 或 者 能 够 破坏 
DNA 分 子 外 被 水 化 层 的 试剂 (如 三 氧 乙酸 ), 因 能 减弱 碱 基 之 间 的 疏水 作用 ,也 会 导致 忆 的 下 降 。 某 
些 蛋白 质 ( 如 单 链 DNA 结合 蛋白 ) 因为 能 够 稳定 DNA 单 链 状态 ,也 能 降低 局, 值 。 相 反 , 许 多 蛋白 质 
与 DNA 结合 以 后 能 够 稳定 双 螺 旋 结构 而 阻止 DNA 变性 ,因此 反而 提高 了 7。 值 。 

RNA 的 7 值 较为 复杂 ,对 于 双 链 RNA 来 说 ,其 思 值 的 性 质 与 DNA 相 近 。 但 绝 大 多 数 RNA 为 单 链 ， 
其 分 子 内 的 双 螺 旋 区 域 有 限 ,导致 RNA 在 变性 时 ,性 质变 化 程度 不 及 DNA ,同时 导致 它 的 7。 值 较 低 、 
变性 曲线 较 宽 。 





和 





AU Le aVR， 





《7 
细胞 内 的 DNA 是 
如 何 发 生变 性 的 ? 


你 如 何 解释 双 螺旋 
DNA 变性 的 曲线 为 S 型 ? 


预测 生活 在 南极 与 
生活 在 火山 口 附近 的 微生物 
在 基因 组 的 一 级 结构 和 三 级 
结构 上 会 有 什么 不 同 ? 
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变性 DNA 


“成 核 " 作用 
(二 级 反应 ) 


从 


快 “拉链 式 " 作用 


(一 级 反应 ) 


复 性 DNA 


@ 圈 7-4 DNA 的 复 性 历程 
(Garrett 等 ,2010) 


在 相同 的 条 件 下 ， 
序列 ATATATATATAT 和 
ATAATAATAATA 与 各 自 的 
互补 序列 发 生 复 性 , 哪 一 种 
更 容易 ? 


116 


| 


三 、 复 性 和 杂交 

1. 复 性 

当 各 种 变性 因素 消失 时 ,变性 时 解 开 的 互补 单 链 全 部 或 部 分 恢复 到 天 然 双 螺旋 结构 的 现象 称 为 
复 性 。 热 变性 DNA 一 般 经 缓慢 冷却 后 即 可 复 性 ,此 过 程 称 为 退火 (annealing)。 这 一 术语 也 用 以 描述 
杂交 核酸 分 子 的 形成 ( 见 后 )。 与 核酸 变性 不 同 的 是 ,蛋白 质 一 经 变性 很 难 复 性 ,这 是 因为 在 体外 重建 
与 天 然 蛋白 质 一 模 一 样 的 次 级 键 几 乎 是 不 可 能 的 。 而 核酸 变性 在 很 多 情况 下 是 可 逆 的 ,因为 核酸 变 
性 以 后 ,两 条 链 之 间 的 互补 关系 仍然 存在 ,所 以 只 要 条 件 合适 ,重建 两 条 链 上 互补 碱 基 对 之 间 的 次 级 
键 是 比较 容易 的 ( 见 图 7-1)。 

伴随 着 DNA 复 性 的 是 其 浮力 密度 沉降 速率 和 紫外 吸收 的 减少 以 及 黏度 的 增加 ,其 中 紫外 吸收 
减少 的 现象 称 为 减 色 效应 

DNA 复 性 的 第 一 步 是 两 个 互补 的 单 链 分 子 间 的 接触 以 启动 部 分 互补 碱 基 的 配对 ,这 叫 ”成 核 ” 作 
用 (nucleation)。 随 后 ,成 核 的 碱 基 对 经 历 小 范围 重 排 以 后 , 单 链 的 其 他 区 域 像 “拉链 ”一样 迅速 复 性 
(图 7-4)。 

影响 DNA 复 性 的 因素 有 温度 DNA 浓度 ,离子 强度 和 DNA 序列 的 复杂 度 等 。 

Gd) 温度 ”一 般 认 为 低 于 7 25% 左 右 的 温度 是 复 性 的 最 佳 温 度 , 离 此 温度 越 远 , 复 性 速率 就 越 
慢 。 在 很 低 的 温度 (如 低 于 4%C ) 下 ,分 子 的 热 运动 显著 减弱 ,互补 链 配对 的 机 会 自然 大 大 减少 。 从 分 
子 热 运动 的 角度 考虑 ,维持 在 Tu 以 下 较 高 的 温度 ,实际 上 更 有 利于 复 性 。 此 外 , 复 性 时 温度 的 下 降 须 
缓慢 进行 , 若 在 超过 T, 的 温度 下 迅速 冷却 至 低温 , 复 性 几乎 是 不 可 能 的 。 实 验 室 中 经 常 以 此 方式 保 
持 DNA 的 变性 状态 。 

(2) DNA 浓度 DNA 浓度 越 高 
有 利于 复 性 。 

(3) 离子 强度 _DNA 溶液 中 的 离子 强度 直接 影响 到 DNA 链 的 带电 状况 ,离子 强度 越 高 ,DNA 链 
上 磷酸 根基 团 被 屏蔽 的 效果 就 越 好 ,DNA 互补 单 链 之 间 的 排斥 作用 就 越 弱 ,因而 越 有 利于 复 性 。 

(4) DNA 序列 的 复杂 度 (sequence complexity) 或 均一 性 具有 简单 序列 的 DNA 分 子 复 杂 度 低 , 但 
均一 性 高 ,如 poly (dA) 和 poly (dT) 这 两 种 单 链 序列 复 性 时 ,互补 碱 基 的 配对 很 容易 实现 。 而 序列 复杂 
的 DNA 复杂 度 高 ,但 均一 性 低 , 如 小 牛 胸腺 DNA 的 非 重复 部 分 ,一 般 以 单 拷贝 存在 于 基因 组 中 ,这样 
的 序列 要 完成 互补 配对 ,显然 要 比 上 述 复杂 度 低 的 DNA 分 子 困 难得 多 。 

在 核酸 复 性 动力 学 研究 中 ,需要 引入 一 个 Cot 的 术语 ,用 以 表示 复 性 速率 与 DNA 序列 复杂 度 的 关 
系 。 其 中 Co 为 单 链 DNA 复 性 时 的 起 始 浓度 ,是 以 s 为 单位 的 时 间 。 在 研究 DNA 序列 对 复 性 速率 
的 影响 时 ,将 温度 离子 强度 ,核酸 片段 大 小 等 其 他 因素 均 予 以 固定 ,以 不 同时 段 的 复 性 率 取 对 数 后 对 
Col 作 图 ,可 以 得 到 如 图 7-5 所 示 的 曲线 ,用 非 重复 碱 基 对 数目 表示 核酸 分 子 的 复杂 度 , 如 poly(dA) 的 
复杂 性 为 1, 重 复 的 (CATC), 组 成 的 DNA 复杂 度 为 4, 分 子 长 度 是 105 bp 的 非 重复 DNA 的 复杂 度 为 
105。 原 核 生 物 基因 组 均 为 非 重复 序列 , 故 以 非 重复 碱 基 对 表示 的 复杂 度 直接 与 基因 组 大 小 成 正比 ， 
对 于 真 核 生物 基因 组 中 的 非 重 复 片 段 也 是 如 此 。 在 标准 条 件 下 (一般 定 为 0.18 molL 阳离子 浓度 ， 
400 bp 长 的 片段 ) 测 得 的 复 性 率 达 0.5 时 的 Cot 值 称 为 Coanp, 它 与 DNA 序列 复杂 度 成 正比 。 对 于 原核 
生物 如 大 肠 杆菌 的 染色 体 DNA ,该 值 可 代表 基因 组 的 大 小 及 基因 组 中 碱 基 序列 的 复杂 度 。 真 核 基因 
组 中 因 含有 许多 不 同 程度 的 重复 序列 (repetitive sequence), 所 得 到 的 Cot 曲线 由 若干 个 S 形 曲 线 到 加 
而 成 。 总 之 , 复 性 动力 学 可 用 来 测定 某 种 生物 基因 组 的 大 小 和 特征 以 及 重复 序列 的 拷贝 数 。 

2. 核酸 杂交 

核酸 杂交 (nucleic acid hybridization) 是 一 种 利用 核酸 分 子 的 变性 和 复 性 的 性 质 , 将 来 源 不 同 的 核 
酸 片段 按照 碱 基 互 补 配 对 规则 形成 异 源 双 链 (heteroduplex), 进 而 对 特定 目标 核酸 进行 定性 或 定量 分 
析 的 技术 。 蜡 源 双 链 可 以 在 DNA 与 DNA 之 间 ,也 可 在 RNA 与 DNA 之 间 形 成 。 


(hypochromic effect)。 


, 则 溶液 中 DNA 分 子 越 多 ,相互 碰撞 结合 “成 核 " 的 机 会 越 大 ,就 越 
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伟 7-5 不 同 DNA 的 复 性 动力 学 曲线 


框 7-1 生化 动态 一 一 肽 核酸 的 发 现 及 其 应 用 

肽 核酸 (peptide nucleic acid,PNA) 是 20 世纪 90 年 代 初 人 们 通过 模拟 核酸 的 化 学 结构 ,经 人 工 合 
成 得 到 的 DNA 或 RNA 的 类 似 物 。 与 核酸 不 同 的 是 ,PNA 的 主 链 骨架 是 由 重复 排列 的 -2- 毛 乙 基 - 
甘氨酸 (N-2-aminoethyl-glycine) 单 位 经 由 肽 键 连接 而 成 ,而 不 是 磷酸 成 糖 骨架 。 与 DNA 相同 的 是 ， 
PNA 也 携带 ATCG 四 种 碱 基 , 因 此 也 能 够 按照 碱 基 互 补 的 原则 ,识别 相应 的 互补 碱 基 序列 ,但 碱 基 与 骨 
架 之 间 是 以 亚 甲状 键 而 不 是 N- 糖苷 键 相连 。 与 多 肽 链 相似 的 是 ,PNA 也 有 N 端 与 C 端 (图 7-6)。 

由 于 PNA 没有 带 高 度 负电 荷 的 磷酸 基 团 ,因此 PNA 与 DNA 之 间 缺 乏 电荷 相 斥 的 现象 ,使 两 者 之 
间 的 结合 强度 大 于 DNA 与 DNA 之 间 的 结合 强度 。 此 外 , 肤 核酸 不 被 目前 已 知 的 任何 天 然 核酸 酶 或 蛋 
白 酶 所 降解 , 且 碱 基 配 对 特异 性 极 强 , 热 稳定 性 高 。 鉴 于 以 上 几 点 优势 ,PNA 在 很 多 地 方 可 以 代替 天 然 的 
DNA, 作 为 一 种 工具 被 广泛 用 于 生化 .遗传 和 医学 等 领域 。 例 如 将 合成 的 PNA 进行 标记 , 即 可 作为 分 子 
杂交 技术 的 探 针 ,对 靶 核 酸 实 施 检测 。 有 一 些 假说 认为 ,早期 地 球 上 的 生命 形态 是 以 PNA 为 遗传 物质 ,但 
目前 缺乏 任何 证 据 。 








核酸 杂交 可 以 在 液 相 或 固 相 中 进行 , 它 已 成 为 核酸 研究 中 一 项 常规 的 技术 (参看 第 四 十 四 章 “重组 
DNA 技术 ”), 像 Southerm 印迹 、Northern 印迹 和 DNA 芯片 都 是 建立 在 此 项 技术 的 基础 之 上 。 在 医学 上 ， 
该 技术 目前 已 应 用 于 多 种 遗传 性 疾病 的 基因 诊断 传染 病 病原 体 的 检测 和 恶性 肿瘤 的 基因 分 析 等 。 


四 、 核 酸 的 水 解 

酸 、 碱 和 酶 均 可 导致 核酸 水 解 。 

Gd) 酸 水 解 ”核酸 分 子 内 的 糖苷 键 和 磷酸 二 酯 键 对 酸 的 敏感 性 不 同 : 糖 昔 键 > 磷酸 酯 键 ,其 中 嗓 叭 
糖苷 键 > 喀 啶 糖苷 键 。 例 如 ,将 核酸 在 pH 1.6、 室 温 下 对 水 透析 ,或 者 在 100 下 、pH 2.8 的 溶液 中 存 
放 1 h, 多 数 味 叭 碱 基 即 可 脱落 。 核 酸 的 脱 吵 啶 作用 需要 在 更 加 剧烈 的 条 件 下 进行 ,如 使 用 98%~100% 
甲酸 在 175% 下 作用 2h, 或 者 使 用 三 氟 乙 酸 在 1355Y 下 作用 60-~80 min, 多 数 喀 啶 碱 基 才 会 脱落 。 

(2) 碱 水 解 RNA 特别 是 mRNA 分 子 内 的 磷酸 二 酯 键 对 碱 异 常 敏 感 。 在 室温 下 ,0.3~1 mol/L 的 
KOH 溶 液 在 约 24h 可 将 RNA 完 全 水 解 ,并 得 到 2'- 或 3- 核 背 酸 的 混合 物 .DNA 对 碱 的 作用 并 不 敏感 ， 
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为 什么 RNA 在 碱 
性 溶液 中 比 在 酸性 溶液 中 更 
容易 水 解 ? 
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分 别 将 正 超 螺旋 和 
负 超 螺旋 质粒 DNA 与 核酸 
酶 S1 保温 在 一 起 ,经 过 一 段 
时 间 以 后 ,它们 的 结构 会 不 
会 发 生 什么 变化 ? 为 什么 ? 


常见 的 水 解 酶 的 名 称 
和 性 质 


核酸 的 化 学 合成 


在 用 酚 /氯仿 抽取 
DNA 的 时 候 ,DNA 位 于 上 层 
还 是 下 层 ? 
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其 抗 碱 水 解 的 生理 意义 在 于 作为 遗传 物质 的 DNA 应 更 稳定 ,不 易 水 解 。 而 RNA (主要 是 mRNA) 是 
DNA 的 信使 ,完成 任务 后 应 该 迅速 降解 。 

(3) 酶 促 水 解 ” 核 酸 可 受到 多 种 不 同 酶 的 作用 而 发 生 水 解 ,但 不 同 的 酶 对 底 物 的 专 一 性 \ 水 解 的 
方式 和 磷酸 二 酯 键 的 断 肥 方 式 是 不 同 的 ,因此 可 以 按照 上 述 性 质 对 有 关 的 酶 进行 分 类 。 按 照 底 物 特 
异性 ,可 分 为 只 能 水 解 DNA 的 DNA 酶 (DNase) 只 能 水 解 RNA 的 RNA 酶 (RNase) 和 既 能 水 解 DNA 
又 能 水 解 RNA 的 磷酸 二 酯 酶 ;按照 作用 方式 ,可 分 为 内 切 核 酸 酶 和 外 切 核酸 酶 ;按照 磷酸 二 酯 键 的 断 
裂 方式 ,可 分 为 产物 为 引 - 核 苷 酸 的 水 解 酶 和 产物 为 3'- 核 苷 酸 的 水 解 酶 。 


第 二 节 ”核酸 研究 的 技术 和 方法 


核酸 的 研究 有 多 种 手段 ,这 里 仅 介 绍 核酸 的 化 学 合成 ,分离 和 纯化 ,更 多 的 研究 方法 参看 第 
四 十 四 章 "重组 DNA 技术 "。 


一 、 核 酸 的 化 学 合 

核酸 的 化 学 合成 已 成 为 生物 化 学 和 分 子 生 物 学 研究 中 不 可 或 缺 的 一 项 技术 ,PCR 引物 测序 引 
物 、DNA 芯片 基因 工程 、.DNA 探 针 、 核 酸 适 体 和 干扰 RNA 等 都 需要 使 用 化 学 的 手段 合成 长 短 不 一 的 
核酸 。 此 外 ,合成 的 寡 聚 核 背 酸 还 可 以 应 用 在 疾病 的 诊断 和 治疗 上 。 

与 生物 合成 的 方法 相 比 ,核酸 的 化 学 合成 具有 以 下 几 点 好 处 :不 受 序 列 和 结构 的 限制 ;在 合成 中 
可 直接 引入 修饰 的 碱 基 、 修 饰 的 糖 或 修饰 的 核糖 - 磷酸 骨架 ,从 而 提高 特异 性 ` 碱 基 配 对 的 稳定 性 ,其 
至 还 能 产生 新 的 功能 。 

核酸 的 化 学 合成 与 多 肽 的 化 学 合成 在 原理 上 基本 相似 ,如 都 需要 对 活性 基 团 进行 保护 或 去 保护 ， 
对 成 键 基 团 进 行 活化 , 且 一 般 都 使 用 固 相 合成 法 等 。 基 本 步 又 包括 :起 始 原料 的 制备 、 偶 联 反 应 和 去 
保护 。 


二 、 核 酸 的 分 离 .纯化 和 定量 

(一 ) 核酸 的 抽取 

4) 两 种 核 蛋 白 的 分 离 ”核酸 在 细胞 内 通常 以 核 蛋 白 的 形式 存在 。 其 中 RNA 以 核糖 核 蛋白 
(ribonucleoprotein)、.DNA 以 脱氧 核 蛋白 的 形式 存在 。 借 助 两 种 核 蛋 白 在 不 同 盐 浓 度 下 溶解 度 的 差别 可 
将 二 者 分 开 , 脱 氧 核 蛋白 在 0.14 molL NaCl 溶液 中 的 溶解 度 很 低 ,在 1 moyL NaCl 溶液 中 很 高 ,而 核糖 
核 蛋白 在 0.14 moVL NaCl 溶液 中 的 溶解 度 较 高 。 因 此 ,常用 0.14 moyL 和 1 molL NaCl 溶液 分 别 抽取 
核糖 核 蛋 白 和 脱氧 核 蛋 白 。 

(2) 蛋白 质 的 去 除 一旦 得 到 核 蛋 白 ,就 需要 将 与 核酸 结合 的 蛋白 质 除 去 。 去 除 蛋白 质 的 方法 包 
括 蛋 白质 酶 K 的 消化 和 酚 /氯仿 的 多 次 抽取 。 如 果 抽 取 DNA ,可 先 用 RNA 酶 消化 去 除 残 留 的 RNA; 
如 果 抽 取 RNA ,可 事先 用 DNA 酶 尽 可 能 除去 残留 的 DNA。 在 酚 /氯仿 抽取 中 ,核酸 溶解 在 上 层 水 相 ， 
而 蛋白 质变 性 后 处 于 两 相 的 界面 。 

(G3) 核酸 的 沉淀 ”在 酚 /氯仿 抽取 以 后 ,水 相 中 的 核酸 可 在 一 定 盐 浓度 下 ,使 用 2.5~3 倍 体积 的 冷 
无 水 乙醇 进行 沉淀 。 如 果 纯 化 的 是 RNA ,尤其 是 mRNA ,需要 特别 小 心 , 务 必要 采取 各 种 必要 的 措施 
来 防止 RNA 的 降解 。 

(二 ) 电泳 

核酸 一 般 在 正常 的 pH 下 均 带 负电 和 荷 ,因此 可 使 用 电泳 对 不 同 大 小 的 核酸 进行 分 离 ,鉴定 。 用 于 
核酸 的 电泳 方法 有 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 和 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 。 使 用 最 多 的 是 琼脂 糖 凝 胶 电泳 ,而 聚 丙 
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烯 酰胺 凝 胶 电泳 一 般 用 于 DNA 序列 分 析 和 
细胞 抽取 物 分 离 较 小 的 核酸 (如 PCR 的 引物 )。 
如 果 使 用 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 , 可 使 用 溴 乙 
锭 (ethidium bromide,EB) 染色 进行 检测 , 因 
为 EB 可 搬入 到 DNA 双 螺 旋 的 碱 基 对 之 间 ， 
在 UV 照射 下 发 出 荧光 ;如 果 使 用 聚 丙烯 酰 
胺 凝 胶 电泳 ,一 般 用 放射 自 显影 或 银 染 等 法 
进行 检测 。 
(三 ) 离心 
离心 也 是 核酸 研究 中 的 一 项 常见 技术 ， 
它 除了 可 以 用 来 收集 沉淀 的 DNA ,还 可 以 用 
来 进一步 纯化 核酸 ,获得 高 纯度 的 DNA。 此 
二 二 二 外 ,还 可 以 用 它 来 测定 一 种 DNA 分 子 中 的 
等 密度 区 域 ”6GC 含量 。 图 7-7 显示 的 是 使 用 CsCl 密度 
梯度 离心 分 离 DNA、RNA 和 和 蛋白 质 的 流程 。 
由 于 这 三 种 大 分 子 具 有 不 同 的 浮力 密度 ,在 
CsCl 梯度 溶液 中 ,经 过 一 定时 间 离 心 后 , 它 
们 将 处 于 不 同 的 密度 区 域 。RNA 密度 最 高 ， 
所 以 位 于 离心 管 底 , 而 蛋白 质 最 轻 ,将 位 于 
1 上 方 ,而 DNA 则 处 于 它们 之 间 的 某 一 位 置 。 
莹 上 -蛋白质 (四 ) 层 析 
相关 和 友 上 DNA 各 种 层 析 蛋 白质 的 方法 同样 可 以 用 来 
纯化 核酸 。 如 利用 阴离子 交换 层 析 分 离 制 
0 备 核酸 ,羟基 础 灰 石 分 离 单 链 DNA 和 双 链 
DNA , 寡 聚 dT 亲 和 层 析 分 离 带 有 多 聚 腺 昔 
酸 尾巴 的 真 核 生 物 mRNA。 


混合 CsCl 溶 液 和 细胞 
抽取 物 并 放 入 离心 机 











CsCl 溶液 
(6molL; 相 对 密度 ~1.7) 





相对 密度 ”1.80 1.65 


紫外 检测 





7-7 ”核酸 的 密度 梯度 离心 分 离 (Garrett 等 ,2010) 

(五 ) 核酸 纯度 检测 与 核酸 定量 

核酸 纯度 检测 和 核酸 定量 的 最 简单 方法 是 紫外 分 光 光 度 法 ,通过 测定 ODxwyOD:s 比值 来 推算 。 
对 于 DNA 来 说 ,如 果 比 值 大 于 1.9, 则 可 视 为 纯度 较 高 ,如 果 小 于 1.9, 则 可 能 有 和 蛋白 质 污 染 ; 对 于 RNA 
来 说 ,如 果 比 值 在 1.8~2.0, 则 可 视 为 纯度 较 高 。 

对 于 纯 的 DNA 来 说 ,1 个 0O0D,。 相当 于 50 gjml 双 链 DNA 或 35 ug/ml 单 链 DNA; 对 于 纯 的 RNA 
来 说 ,1 个 OD2o 相当 于 40 kg/ml RNA。 


第 三 节 ”核酸 一 级 结构 的 测定 


快速 、 准 确 地 测定 出 一 种 核酸 分 子 的 一 级 结构 具有 十 分 重要 的 意义 。 在 医学 上 ,不 仅 可 以 帮助 医 
务工 作者 迅速 确定 出 流行 病 暴 发 或 遭遇 生物 恐怖 袭击 时 的 病原 体 ,以 拯救 许多 宝贵 的 生命 ,而 且 还 可 
以 帮助 医生 诊断 出 与 遗传 性 疾病 有 关 的 基因 ,从 而 找到 合适 有 效 的 治疗 方法 。 

1975 年 以 前 ,确定 核酸 的 一 级 结构 要 比 测定 蛋白 质 的 一 级 结构 困难 得 多 ,其 主要 原因 是 核酸 只 含 
有 4 种 核 苷 酸 ,而 蛋白 质 却 有 20 多 种 氨基 酸 ,显然 ,能 够 对 核酸 进行 选择 性 切割 的 特异 性 位 点 很 少 ， 
于 是 识别 特定 的 核 苷 酸 序列 就 很 困难 ,不 确定 性 很 大 。 同 时 ,大 多 数 核酸 所 含 的 核 背 酸 数目 要 比 多 
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(CTEE 埃 同一 种 DNA, 变 性 
的 和 没有 变性 的 在 CsCl 密 
度 梯度 离心 中 所 处 的 位 置 有 
无 变化 ? 为 什么 ? 
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使 用 双 脱 氧 法 测 
序 , 需要 使 用 高 保 真 的 即 具 
有 3'- 外 切 酶 活性 的 DNA 
孙 合 酶 吗 ? 为 什么 ? 
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肽 链 上 的 氨基 酸 数目 多 得 多 ,这 就 进一步 增加 了 测序 的 难度 。 使 核酸 序列 测定 发 生 革 命 性 变化 的 因 
素 主 要 有 两 个 :其 一 是 发 现 了 能 够 识别 特定 核 苷 酸 序列 并 对 DNA 进行 特异 性 切割 的 限制 性 内 切 核 
酸 酶 (restriction endonuclease,RE), 利 用 RE 的 这 种 性 质 ,可 以 将 一 个 长 的 核酸 分 子 定向 切割 成 若干 
可 操作 的 片段 ;其 二 是 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 技术 的 发 展 ,使 人 们 能 够 将 大 小 仅 差 1 个 核 苷 酸 的 核酸 片 
段 分 开 。 


一 、DNA 一 级 结构 的 测定 

目前 用 来 测定 DNA 序列 的 基本 方法 有 两 种 ,一 是 由 Sanger 发 明 的 末端 终止 法 (chain termination 
method), 另 外 一 种 是 由 M. Maxam 么 . Gilbert 发 明 的 碱 基 特异 性 化 学 断裂 法 (base-specific chemical 
cleavage method)。 这 两 种 方法 一 般 都 会 用 放射 性 2p 对 DNA 进行 标记 ,并 使 用 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 的 
方法 对 长 度 不 同 的 核酸 片段 进行 分 离 ,分离 以 后 还 需要 使 用 放射 自 显影 (autoradiography) 技术 进行 观 
察 和 分 析 。 目 前 已 普遍 使 用 荧光 物质 代替 放射 性 同位 素 对 DNA 进行 标记 。 由 于 同位 素 和 荧光 标记 
这 两 种 方法 的 灵敏 度 都 很 高 , 纳 克 (ng) 级 的 DNA 样品 就 能 得 到 很 满意 的 结果 。 

1. 末端 终止 法 

未 端 终止 法 也 叫 双 脱氧 法 (dideoxy method)。 要 想 理解 此 方法 的 原理 ,需要 对 DNA 复制 的 过 程 有 
所 了 解 ( 详 见 第 三 十 三 章 “DNA 复制 ”)。DNA 复制 是 在 DNA 聚合 酶 催化 下 ,以 亲 代 DNA 的 两 条 母 
链 上 的 碱 基 序 列 为 模板 ,按照 碱 基 互补 配对 的 原则 合成 新 的 DNA 分 子 的 过 程 。 复 制 需 要 引物 和 4 种 
dNTPs ,上 且 总 是 从 宁 端 向 3' 端 进行 。 细 胞 内 复制 的 引物 一 般 是 RNA, 但 体外 DNA 复制 的 引物 是 人 工 
合成 的 与 模板 链 互补 的 一 段 齐 聚 脱氧 核 苷 酸 。 复 制 开始 于 引物 3' 端 的 自由 羟基 ,根据 DNA 模板 链 的 
序列 合成 互补 的 序列 ,不 断 地 形成 新 的 3 ,3'- 磷酸 二 酯 键 ,使 DNA 链 得 到 延伸 ,直到 一 个 新 的 DNA 
分 子 被 完全 合成 。 

实际 使 用 末端 终止 法 测序 的 时 候 , 通 常 使 用 一 种 经 过 基因 工程 改造 过 的 T7 叹 菌 体 DNA 聚合 酶 
来 催化 测序 反应 ,引物 是 人 工 合成 的 寡 聚 脱氧 核 苷 酸 。 首 先 需 要 进行 4 组 平行 的 测序 反应 ,每 组 反 
应 均 使 用 相同 的 模板 ,相同 的 引物 以 及 4 种 dNTPs (有 一 种 要 用 放射 性 同位 素 标 记 ), 即 dATP、dGCTP、 
dCTP 和 qdTTP ,并 在 每 组 反应 中 各 加 入 一 种 适量 的 2' ,3'- 双 脱 氧 核 苷 酸 (2' ,3'-dideoxynucleotide， 
ddNTP), 如 ddATP, 使 其 随机 参 人 到 DNA 链 中 。 由 于 ddNTP 缺乏 3'- 羟基 ,因此 一 旦 参 人 到 DNA 链 
中 ,将 导致 DNA 合成 的 末端 终止 ,从 而 产生 相应 的 4 组 具有 特定 长 度 , 不 同 长 短 的 DNA 片段 ,而 每 一 
组 内 的 DNA 片段 以 同样 的 双 脱 氧 核 昔 酸 结尾 。 然 后 将 4 组 DNA 片段 再 经 过 聚 丙 烯 酸 胶 凝 胶 电 泳 按 
链 的 长 短 分 开 , 最 后 经 过 放射 自 显影 技术 ,就 可 以 自 下 而 上 直接 读 出 被 测 DNA 的 核 昔 酸 序列 (图 7-8)。 
以 图 7-8 为 例 , 直 接 读 出 来 的 序列 应 该 是 5AGCGCTAGC 3' ,该 序列 应 与 原来 的 待 测 链 的 序列 互补 , 因 
此 ,原来 的 作为 模板 链 的 序列 就 是 $%5GCTACGCT 3' 。 

2. 碱 基 特 异性 化 学 断裂 法 

碱 基 特 异性 化 学 断裂 法 可 简称 为 化 学 断裂 法 或 Maxam-Gilbert 法 ,其 基本 原理 是 用 特殊 的 化 学 试 
剂 处 理 待 测 的 已 在 末端 被 放射 性 同位 素 CP) 标 记 的 单 链 DNA ,或 者 只 有 一 条 链 的 末端 被 放射 性 同位 
素 标记 的 双 链 DNA ,造成 其 特定 碱 基 的 修饰 .脱落 和 戊 糖 - 磷酸 骨架 被 特异 性 切割 ,产生 一 组 长 度 不 
同 的 DNA 链 裂解 产物 。 再 用 聚 丙烯 凝 胶 电泳 分 离 和 放射 自 显影 观察 ,最 后 可 直接 读 出 待 测 DNA 片 
段 的 核 昔 酸 序列 (图 7-9)。 

使 用 的 碱 基 修饰 试 剂 有 两 类 ,一 类 为 硫酸 二 甲 酯 (dimethylsulphate,DMS), 针 对 A 或 A+G, 另 一 类 
为 肝 , 针 对 C 或 CHT。 使 用 化 学 断裂 法 测序 同样 需要 进行 4 组 平行 的 反应 : 

(1) G 特异 性 反应 ”在 碱 性 条 件 下 ,DNA 受 DMS 的 作用 ,其 链 上 的 G 在 N7 位 发 生 甲 基 化 修饰 。 
甲 基 化 的 G 与 核糖 之 间 的 糖苷 键 变 得 不 稳定 ,再 经 哌 啶 (piperidine) 的 作用 , 味 叭 环 被 打开 并 且 发 生 脱 
落 , 随 后 与 无 G 的 脱氧 核糖 环 相连 的 磷酸 二 酯 键 断裂 ,结果 是 每 遇 到 一 个 G 就 产生 两 个 DNA 片段 ,但 
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7-8 末端 终止 法 测定 DNA 一 级 结构 的 原理 和 步骤 


G A+G Cr+T C 





5*#2p_TCCTGATCCCAGTCTA 3， 
5'ATCTGACCCTAGTCCT-22p*3， 





7-9 化 学 断裂 法 测定 DNA 一 级 
结构 的 结果 分 析 


只 有 一 个 片段 带 有 同位 素 标记 。 


(2) 嗓 叭 碱 基 特异 性 的 反应 ” 先 对 DNA 进行 酸 处 理 ,然后 再 加 DMS。 这 样 的 条 件 会 导致 DNA 链 
在 G 的 N7 和 A 的 N3 位 都 发 生 甲 基 化 。 随 后 的 处 理 方法 同 (1), 结 果 是 每 遇 到 一 个 味 叭 碱 基 就 会 产生 


两 个 片段 ,同样 只 有 一 个 片段 有 同位 素 标记 。 
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(3) 喀 啶 碱 基 特异 性 的 反应 ”首先 在 肝 作 用 下 ,DNA 链 上 喀 啶 环 发 生 水 解 而 打开 。 再 受 哌 啶 的 作 
用 , 喀 喧 脱落 ,裸露 的 脱氧 核糖 被 修饰 ,并 发 生 太 - 消去 反应 。 最 后 ,与 无 旷 啶 的 脱氧 核糖 环 相 连 的 磷 
酸 二 酯 键 断裂 ,结果 是 每 估 喀 啶 碱 基 就 产生 两 个 片段 ,也 是 只 有 一 个 片段 带 有 同位 素 标记 。 

(4) C 特异 性 的 反应 ”在 高 盐 浓 度 下 (1 molL 或 2 mol/L 的 NaCl), 按 照 (3) 的 方法 处 理 DNA ,这 时 

受到 保护 ,不 会 与 肝 起 反应 ,只 有 C 才 会 发 生 反应 。 于 是 ,每 逢 C 就 产生 两 个 片段 ,仍然 是 只 有 一 
片段 带 有 同位 素 标记 。 

在 以 上 4 组 反应 结束 以 后 ,就 可 进行 聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 和 放射 自 显影 。 比 较 G、A+G、CHT 和 人 C 
各 个 泳 道 , 自 下 而 上 从 自 显影 X 光 片上 就 可 读 出 DNA 序列 。 化 学 断裂 法 较 之 未 端 终止 法 ,具有 一 
明显 的 优点 , 那 就 是 测定 出 来 的 序列 直接 来 自 原 DNA 分 子 , 而 不 是 经 酶 促 合 成 产生 的 新 拷贝 。 因 此 ， 
利用 化 学 断裂 法 可 对 人 工 合成 的 DNA 进行 测序 ,也 可 以 分 析 天 然 DNA 原来 可 能 含有 的 修饰 碱 基 。 
还 可 以 结合 蛋白 质保 护 及 修饰 干扰 实验 ,测定 一 个 DNA 分 子 上 一 段 特 殊 的 碱 基 序 列 , 如 DNA 酶 工 - 
足 印 法 测定 启动 子 序列 (参看 第 三 十 六 章 “DNA 转录 ”)。 然 而 ,由 于 末端 终止 法 既 简 便 又 快速 ,其 使 用 
的 化 学 试剂 的 毒性 低 , 它 仍然 是 当今 DNA 序列 测定 的 首选 。 

3. DNA 序列 分 析 的 自动 化 

目前 ,基于 末端 终止 法 的 DNA 序列 自动 分 析 已 完全 替代 了 原来 的 手工 测定 。 这 需要 将 不 同 获 光 
标记 的 DNA 引物 引入 到 测序 反应 中 ,例如 ,红色 荧光 标记 引物 用 于 A 反应 , 蓝 色 用 于 T 反 应 ,绿色 用 
于 G 反 应 ,黄色 用 于 C 反 应 。 首 先 按照 标准 的 末端 终止 法 进行 测序 反应 。 然 后 ,将 4 组 反应 混合 物 合并 ， 
并 在 同一 块 凝 胶 的 同一 个 泳 道 进行 电泳 。 随 着 电泳 的 进行 ,各 个 寡 核 苷 酸 片段 在 胶 上 被 分 开 , 并 按照 
从 小 到 大 的 次 序 依 次 通过 凝 胶 的 底部 。 受 毛 激 光 器 发 生 的 激光 束 的 激发 ,每 一 个 朝 核 苷 酸 片 段 在 9/ 
端的 荧光 标记 发 出 荧光 。 荧 光 的 颜色 被 自动 检测 ,不 同 颜色 的 荧光 代表 不 同 的 核 背 酸 。 测 序 的 最 后 
结果 可 直接 打印 出 来 (图 7-10)。 





CCGGAAGCATAAAGTGTACAT 








光电 倍增 通 向 
检测 管 通 向 计算 机 


7-10 _DNA 序列 自动 分 析 仪 的 组 成 


DNA 序列 分 析 的 自动 化 大 大 加 快 了 DNA 序列 测定 的 进程 ,为 科学 家 测定 某 一 个 物种 的 全 基因 组 
序列 提供 了 可 能 。 根 据 http:Wgenomesonline.org 主页 上 的 最 新 数据 ,到 2012 年 7 月 1 日 ,共有 3383 
种 生物 的 全 基因 组 序列 已 完成 测定 ,其 中 古 菌 155 种 ,细菌 3 053 种 , 真 核 生 物 175 种 。 它 们 包括 : 流 
感 嗜 血 杆 菌 ,大肠 杆菌 .酿酒 酵母 (120 万 bp) 秀 丽 线虫 (17 500 个 基因 ) 拟 南 芥 (2.6 万 个 基因 )、 
果 蝇 (13 601 个 基因 ) 小 鼠 ( 近 3 万 个 基因 ) 人 (2 万 多 个 基因 ) 水 稻 (5 万 多 个 基因 ) 杨 树 (4.5 万 多 
个 基因 )\ 高梁 (3 万 多 个 基因 ) 狗 .河豚 和 蚊子 等 。 

4. DNA 序列 测定 的 新 方法 

除了 上 述 2 种 常见 测序 方法 以 外 , 近 几 年 来 ,科学 家 还 发 明了 一 些 新 的 测序 方法 ,例如 焦 磷酸 测 
序 法 (pyrosequencing) 和 单 分 子 测序 法 (single-molecule sequencing)。 其 中 焦 磷 酸 测序 技术 无 需 电泳 ， 





DNA 片段 也 无 需 荧光 标记 ,但 可 以 在 芯片 上 进行 高 通 量 分 析 。 建 立 在 这 两 种 测序 方法 基础 之 上 的 高 
通 量 测序 技术 堪 称 测序 技术 发 展 历程 的 一 个 里 程 碑 ,该 技术 可 以 对 数 百 万 个 DNA 分 子 同 时 进行 测序 ， 
操作 极为 简便 ,大 大 节约 了 成 本 和 时 间 。 这 使 得 对 一 个 物种 基因 组 和 转录 组 进行 细致 全 面 的 分 析 成 
为 可 能 ,因此 也 称 其 为 深度 测序 (deep sequencing)。 


二 、RNA 一 级 结构 的 测定 

目前 用 来 测定 RNA 一 级 结构 的 方法 主要 有 :中 先 使 用 逆转 录 酶 将 待 测 的 RNA 逆转 录 成 cDNA， 
然后 再 使 用 Sanger 的 末端 终止 法 进行 测定 ;@ 先 用 化 学 和 /或 酶 学 方法 对 放射 性 同位 素 标记 的 RNA 
进行 部 分 消化 ,再 进行 聚 丙烯 酰胺 电泳 分 析 ;@) 质 谱 法 。 


框 7-2 ”生化 趣事 一 一 年 度 分 子 和 年 度 突破 

受 Timre 杂志 每 年 评选 的 年 度 人 物 (man of the year) 的 局 发 ,Science 在 1989 年 开始 评选 年 度 分 子 
(molecule of the year), 以 让 人 们 认 知 科学 界 的 重大 发 现 。 但 从 19%6 年 开始 ,科学 杂志 将 年 度 分 子 改 为 年 
度 突 破 (breakthrough of the year)。 

今年 的 年 度 突破 是 发 现 口服 抗 艾 药物 可 防止 HIV 在 异性 之 间 的 转播 。 第 一 个 被 评 为 年 度 分 子 的 是 一 
种 来 自 水 生 嗜 热 菌 的 Tog DNA 聚合 酶 , 它 早 已 在 PCR 反应 中 得 到 广泛 的 应 用 。 到 2011 年 底 ,已 经 有 21 个 
年 度 分 子 或 年 度 突 破 上 榜 ( 表 7-1), 其 中 与 生化 有 关 的 有 12 个 ,如 2000 年 的 年 度 突 破 为 全 基因 组 测序 。 


m 表 7-1 科学 杂志 的 年 度 分 子 与 年 度 突变 








“年 度 分 子 /年 度 突破 年 度 分 子 /年 度 突破 




















2001 纳米 电路 


1989 ”Tag DNA 聚合 酶 

1990 ”人 造 钻石 2002 ”小 RNA(small RNAs) 
1991 富 勤 业 (buckminsterfullerene) 2003 暗 能 量 

1992 ”一 氧化 氮 (NO) 2004 ”勇气 号 火星 车 

1993  p53 蛋白 2005 ”进化 


1994 。”DNA 修复 酶 
1995 。” 玻 色 - 爱 因 斯 坦 凝 聚 态 
1996 ”艾滋 病毒 (HIV) 

1997 多 者 羊 (Dolly the sheep) 
1998 暗物质 

1999 ”干细胞 

全 基因 组 测序 


2006 。 庞 卡 赫 猜 想 的 证 据 

2007 ”人 类 遗传 变异 

2008 ”细胞 再 编程 (cellular reprogramming) 

2009 ，” 拉 密 达 狼 人 (4rdipithecus ramiidus) 

2010 第 一 个 量子 机 器 

2011 ”口服 抗 艾 药物 可 防止 HIV 在 异性 之 间 的 转播 


推荐 网 址 : 

1. http://genomesonline.org (基因 组 在 线 网 站 ,实时 更 新 最 新 的 基因 组 数据 ) 

2. http://www.dnalc.org/resources/animations/sangerseq.html (内 有 动画 显示 双 脱 氧 序 列 测定 过 程 ,还 有 其 
他 生物 化 学 和 分 子 生 物 学 动画 资源 ) 


参考 文献 : 
1. SangerF,et al. DNA sequencing with chain-terminating inhibitors. Proc Vall 4cad Sci US4 ,74(12):5 463-- 
5 467,1977. 


2. Maxam A M, Gilbert 双 . A_ new method for sequencing DNA. Proc Natl 4cad Sci US4 ,74 (2 ):560-564， 
1977. 
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人 第 八 章 ” 酶 学 概论 


一 个 独立 的 生命 系统 包含 的 化 学 反应 虽然 有 成 百 上 千 种 ,但 几乎 所 有 的 反应 都 是 在 高 效 . 专 
一 的 催化 剂 的 催化 下 进行 的 。 酶 (enzyme) 就 是 由 细胞 合成 的 ,在 机 体内 行使 催化 功能 的 生物 催 
化 剂 (biocatalyst), 其 化 学 本 质 主要 是 蛋白 质 , 极 少数 是 RNA。 可 以 说 ,没有 酶 ,生命 是 不 可 能 存 
在 的 。 正 因为 酶 是 如 此 奇妙 和 重要 ,所 以 细胞 内 的 任何 一 种 酶 的 缺失 、 突 变 、 表 达 不 足 、 表 达 过 
量 或 活性 异常 都 有 可 能 对 细胞 的 生命 活动 带 来 不 利 的 影响 ,有 时 这 种 影响 是 灾难 性 的 。 实 际 上 ， 
很 多 遗传 性 疾病 是 由 酶 基因 的 突变 引起 的 。 同 时 ,许多 治疗 疾病 的 药物 也 是 以 特定 的 酶 作为 
靶 点 。 

本 章 将 主要 介绍 酶 的 一 般 性 质 , 包 括 酶 的 化 学 本 质 酶 的 催化 性 质 和 酶 的 分 类 与 命名 。 


第 一 全” 酶 的 化 学 本 质 


早 在 几 千年 前 ,古人 就 无 意识 地 利用 了 酶 的 催化 作用 ,例如 ,利用 一 些 特殊 的 微生物 来 治疗 疾病 、 
制造 食品 和 饮料 。 然 而 ,真正 认识 到 酶 的 存在 和 作用 ,是 始 于 19 世纪 西方 国家 对 酿酒 发 酵 过 程 进 
行 的 大 量 研 究 。1833 年 ,法 国 科学 家 Anselme Payen 和 Jean Persoz 从 麦芽 的 水 抽 提 物 中 ,用 酒精 沉 
淀 得 到 一 种 对 热 不 稳定 的 活性 物质 ,可 以 促进 淀粉 水 解 成 可 溶性 的 糖 ,他 们 把 这 种 物质 叫 转化 酶 
(diatase), 后 来 又 更 名 为 淀粉 酶 (amylase), 它 也 是 公认 的 第 一 种 被 发 现 的 酶 。1878 年 ,Kunne 首先 把 
这 种 物质 称 为 酶 ,其 词根 来 自 希 腊 文 ,意思 是 “在 酵母 中 "。1834 年 ,德国 科学 家 Theodor Schwann 从 
胃壁 中 得 到 第 一 种 动物 来 源 的 酶 , 即 胃 蛋白 酶 。1898 年 ,Pierre Emile Duclaux 建议 在 所 有 酶 的 名 称 加 
上 后 缀 “ase”。 

在 意识 到 酶 的 存在 及 其 对 生命 的 重要 性 以 后 ,人 们 开始 探究 它 的 化 学 本 质 ,但 要 取得 突破 并 非 易 
事 。 当 时 以 R. M. Willstarter 为 代表 的 科学 家 认为 , 酶 既 不 是 蛋白 质 ,也 不 是 糖 或 脂肪 ,只 是 一 种 吸附 
在 蛋白 质 上 的 活性 物质 。20 世纪 30 年 代 ,James Batcheller Sumner 和 John Howard Northrop 分 别 得 到 
脲酶 和 胃 和 蛋白 酶 的 结晶 ,并 用 实验 证 明了 酶 是 蛋白 质 。 那 么 , 酶 都 是 蛋白 质 吗 ? 

对 上 述 问题 持 肯 定 回 答 , 即 “ 酶 都 是 蛋白 质 ” 这 个 观点 曾经 长 期 统治 学 术 界 ,几乎 没有 人 怀疑 过 。 
然而 ,在 1982 年 ,Thomas Cech 等 发 现 , 四 膜 虫 26S rRNA 前 体 具 有 自我 剪接 功能 ,并 于 1986 年 证 明 其 
内 含 子 L-19 IVS 具有 多 种 催化 功能 。1984 年 ,Sidney Altman 等 人 发 现 大 肠 杆菌 核糖 核酸 酶 P 的 核酸 
组 分 一 MI RNA 具 有 酶 的 活性 -Cech 和 Altaman 的 发 现 震 惊 了 全 世界 ,也 从 此 推翻 了 “ 酶 都 是 蛋白 质 ” 
的 传统 观念 。 现 在 一 般 认 为 , 自然 界 绝 大 多 数 酶 是 蛋白 质 , 仅 有 少数 为 RNA。 具 有 催化 活性 的 RNA 
称 为 核 酶 。 核 糖 体 也 被 证 明 是 一 种 核 酶 ,蛋白 质 合成 最 重要 的 一 步 反 应 , 即 肽 键 的 形成 就 是 由 它 催化 
的 。 这 些 事实 表明 核 酶 是 普遍 存在 的 。 并 且 现 在 还 可 设计 并 合成 出 一 系列 非 自 然 界 存在 的 核 酶 ( 参 
看 第 十 一 章 “ 核 酶 的 结构 与 功能 ”)。 

酶 蛋白 质 分 子 根据 化 学 组 成 可 分 为 单纯 蛋白 质 和 缓 合 蛋 白质 ,前 者 称 为 单纯 酶 (simple enzyme)， 
后 者 称 为 缀 合 酶 (conjugated enzyme) 或 结合 酶 。 在 绥 合 酶 分 子 上 , 除 包 括 由 氨基 酸 残 基 组 成 的 多 肽 
链 以 外 ,还 包括 与 肽 链 结合 的 某 些 对 热 稳定 的 有 机 小 分 子 或 金属 离子 。 这 些 非 氨基 酸 成 分 统称 为 畏 
助 因子 (cofactor)。 丧 失 辅 助 因 子 的 酶 称 为 脱 辅酶 (apoenzyme), 与 辅助 因子 结合 在 一 起 的 酶 称 为 全 酶 
(holoenzyme)。 辅 助 因 子 包括 辅酶 (coenzyme)\ 辅 基 (prosthetic group) 和 金属 离子 三 类 。 辅 酶 专 指 那些 


与 脱 辅酶 结合 松散 .使 用 透析 或 超 滤 等 温和 的 方法 就 能 去 除 的 有 机 小 分 子 , 如 辅酶 I 和 辅酶 下。 辅 基 
专 指 那些 与 脱 辅酶 结合 紧密 (有 时 甚至 以 共 价 键 结合 ) 使 用 透析 或 超 滤 的 方法 难以 去 除 的 有 机 小 分 
子 , 比 如 琥珀 酸 脱 氧 酶 中 的 FAD。 含 有 紧密 结合 的 金属 离子 的 酶 通常 称 为 金属 酶 。 最 常见 的 充当 畏 
助 因子 的 金属 离子 有 铜 . 镁 、 锌 和 锰 。 

酶 RNA 分 子 中 ,少数 仅 由 RNA 组 成 以 外 , 绝 大 多 数 还 含有 金属 离子 或 /和 蛋白质。 由 于 自然 界 
绝 大 多 数 酶 为 蛋白 质 ,因此 下 文中 有 关 酶 学 的 内 容 主要 是 围绕 化 学 本 质 为 蛋白 质 的 酶 展开 的 ,至 于 核 
酶 的 内 容 多 数 集中 在 第 十 一 章 “ 核 酶 的 结构 与 功能 ”做 介绍 。 

根据 酶 蛋白 本 身 结构 的 特征 , 酶 又 可 分 为 单 体 酶 . 守 聚 酶 和 多 酶 复合 物 ,它们 的 性 质 比 较 参 看 表 
8-1。 


m 表 8-1 单 体 酶 . 寡 聚 酶 和 多 酶 复合 物 的 性 质 比较 





名 称 组 成 有 实例 
单 体 酶 只 有 1 条 肽 链 13 000~35 000 绝 大 多 数 水 解 酶 
窒 育 酶 >2 个 亚 基 , 以 次 级 键 结合 35 000 至 百 万 许多 调节 酶 
多 酶 复合 物 >2 个 功能 相关 的 酶 戏 合 而 成 约 几 百 万 丙酮 酸 脱 氢 酶 系 


单 体 酶 中 有 一 类 酶 ,虽然 只 由 一 条 肽 链 组 成 ,但 同时 具有 多 种 不 同 的 酶 活性 ,这 类 单 体 酶 称 为 多 
功能 酶 (multifunctional enzyme), 如 大 肠 杆 菌 DNA 聚合 酶 工 就 同时 具有 DNA 聚合 酶 .3'- 外 切 核酸 酶 
和 3'- 外 切 核 酸 酶 的 活性 (参看 第 三 十 三 章 "DNA 复制 ”)。 


第 二 节 ” 酶 的 催化 性 质 


酶 作为 生物 催化 剂 ,与 非 酶 催化 剂 一 样 , 只 能 催化 热力 学 允许 的 反应 ,反应 完成 后 本 身 不 被 消耗 
或 改变 , 即 可 以 重复 使 用 。 它 对 正 反 应 和 逆反 应 的 催化 作用 相同 ,不 改变 平衡 常数 ,只 加 快 到 达 平衡 的 
速率 或 缩短 到 达 平衡 的 时 间 。 受 酶 催化 的 化 学 反应 称 为 酶 促 反 应 ,其 中 的 反应 物 称 为 底 物 (substrate)。 
但 作为 生物 催化 剂 , 酶 还 具有 一 些 特有 的 性 质 ,它们 包括 : 

1. 高 效 性 

酶 催化 效率 之 高 是 无 与 伦比 的 。 酶 促 反应 一 般 要 比 无 催化 剂 的 反应 速率 高 10~10 ” 倍 , 有 些 反 
应 更 高 。 例 如 ,由 乳 清音 -3'- 磷酸 脱羧 酶 催化 的 反应 要 比 无 催化 剂 的 反应 快 10” 倍 ! 酶 促 反 应 比 非 
酶 催化 剂 催化 的 反应 至 少 也 要 高 几 个 数量 级 。 酶 催化 的 高 效率 与 其 能 够 大 幅度 降低 反应 的 活化 能 
(activation energy) 有关 ,详情 可 以 参看 表 8-2 中 有 关 过 氧化 氢 酶 的 数据 。 


本 表 8-2 相对 反应 速率 与 相对 活化 能 之 间 的 关系 





反应 条 件 相对 活化 能 相对 反应 速率 
无 催化 剂 18 000 107 
Fe 催化 剂 12 000 46 
过 氧化 氢 酶 2 000 4x 105 


2. 酶 在 活性 中 心 与 底 物 结合 
酶 的 活性 中 心 (active site) 也 被 称 为 活性 部 位 ,是 指 酶 分 子 上 直接 与 底 物 结合 ,并 与 催化 作用 直接 
相关 的 区 域 。 如 果 酶 是 缀 合 酶 ,活性 中 心 还 包括 与 辅助 因子 结合 的 区 域 。 如 果 一 种 酶 是 多 功能 酶 ,就 
会 有 多 个 活性 中 心 。 
活性 中 心 是 由 结合 基 团 和 催化 基 团 组 成 。 前 者 负责 与 底 物 结合 ,决定 酶 的 专 一 性 ,后 者 参与 催化 ， 
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哪些 氨基 酸 残 基 的 
侧 链 不 可 能 参与 催化 ? 


为 什么 绝 大 多 数 酶 
的 活性 中 心 含有 His ? 
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负责 底 物 旧 键 的 断裂 和 产物 新 键 的 形成 ,决定 酶 的 催化 能 力 。 但 也 有 某 些 基 团 可 能 兼 有 两 项 功能 。 

活性 中 心 一 般 具 有 以 下 特征 : 

(1) 活性 中 心 是 一 个 三 维 实体 ,通常 由 在 一 级 结构 上 并 不 相 邻 的 氨基 酸 残 基 组 成 ”构成 活性 中 心 
的 氨基 酸 残 基 和 辅助 因子 的 所 有 原子 精确 有 序 地 排列 在 一 起 ,其 独特 的 三 维 实体 结构 是 整个 蛋白 质 
正确 折 乔 后 的 必然 产物 。 例 如 ,构成 溶菌 酶 活性 中 心 的 基 团 包括 1.35.52.62.63、101、108 和 129 位 的 
氨基 酸 残 基 , 当 溶菌 酶 正确 折 笃 后 ,这 些 氨基 酸 残 基 自 然 排列 在 一 起 ,共同 组 成 活性 中 心 。 

(2) 活性 中 心 只 占 酶 总 体积 的 一 小 部 分 (1%~2%) 酶 分 子 上 的 大 多 数 氨 基 酸 残 基 并 不 与 底 物 接 
触 ,但 它们 作为 结构 支架 ,有 助 于 稳定 活性 中 心 的 三 维 结构 。 

(3) 活性 中 心 为 酶 分 子 表 面 的 一 个 裂缝 (clefb)、 空 阶 (erevice) 或 口袋 (pocket), 中 心 内 多 为 踊 水 氮 
基 酸 残 基 , 也 有 少量 亲 水 氨基 酸 残 基 , 以 便 底 物 的 结合 和 催化 的 进行 。 

活性 中 心 如 此 设计 的 目的 是 把 降低 酶 催化 活性 的 溶剂 (水 ) 排除 在 外 ,防止 副 反 应 的 发 生 。 实 际 
上 ,除非 作为 底 物 ,水 分 子 通常 被 排除 在 活性 中 心 之 外 ,而 底 物 分 子 在 进入 活性 中 心 之 前 则 需要 去 溶 
剂 化 。 

到 目前 为 止 ,在 已 被 研究 的 酶 中 ,有 65% 以 上 的 酶 活性 中 心 含 有 His `Cys\Asp、Arg 或 Glu, 这 5 种 
氨基 酸 残 基 出 现 的 频率 是 His>Cys>Asp>Arg>Glu。 

(4) 与 底 物 结合 为 多 重 次 级 键 , 包 括 氢 键 .疏水 键 ` 盐 键 和 范 德 华 力 。 

(5) 底 物 结合 的 特异 性 在 一 定 程 度 上 取决 于 活性 中 心 和 底 物 之 间 在 结构 上 的 互补 性 ,但 活性 中 心 
与 反应 过 渡 态 的 互补 性 要 好 于 与 底 物 的 互补 性 。 

(6) 活性 中 心 的 构象 不 是 固定 不 变 的 ,而 是 具有 一 定 的 柔性 。 

3. 高 度 的 专 一 性 

酶 的 专 一 性 (specificity) 是 指 酶 对 参与 反应 的 底 物 有 严格 的 选择 性 , 即 一 种 酶 仅 能 作用 于 一 种 底 
物 或 一 类 分 子 结构 相似 的 底 物 ,使 其 发 生 某 种 特定 类 型 的 化 学 反应 ,并 产生 特定 的 产物 。 

不 同 酶 的 专 一 性 是 不 一 样 的 。 有 的 酶 只 能 作用 于 一 种 底 物 ,如 碳酸 栈 酶 只 能 作用 于 碳酸 , 葡 糖 激 
酶 只 能 作用 于 和 葡萄糖。 有些 酶 的 专 一 性 就 比较 低 ,例如 己 糖 激酶 能 作用 于 葡萄 糖 和 甘露 糖 , 再 如 胰 凝 
乳 蛋 白 酶 不 仅 能 够 水 解 蛋白 质 , 还 能 水 解 酯 。 

专 一 性 一 般 有 4 种 类 型 ; 

(1) 绝对 专 一 性 (absolute specifticity) 是 指 一 种 酶 仅 催化 一 个 特定 的 反应 。 例 如 ,脲酶 只 能 催化 
尿素 的 水 解 反应 。 甲 基 尿 素 (methylurea) 与 尿素 的 结构 非常 相似 ,但 脲酶 对 其 无 任何 作用 。 

(2) 基 团 专 一 性 (group specificity) 是 指 一 种 酶 只 作用 于 含有 特定 官能 团 (如 磷酸 基 团 .氨基 和 甲 
基 等 ) 的 分 子 。 如 磷酸 酶 只 水 解 特定 底 物 分 子 上 的 磷酸 基 团 。 

(3) 键 专 一 性 (linkage specificity) 是 指 一 种 酶 只 作用 于 含有 特定 化 学 键 的 分 子 ,而 不 管 底 物 分 子 
其 他 部 分 的 结构 。 如 二 肽 酶 专门 识别 二 肽 中 的 肽 键 ,而 不 管 构成 这 个 肽 键 的 两 个 氨基 酸 残 基 是 
哪 种 。 

(4) 立体 专 一 性 (stereospecificity) 是 指 酶 对 具有 立体 异 构 体 的 底 物 只 作用 于 其 中 的 一 种 ,而 对 另 
外 一 种 无 效 的 性 质 , 进 一 步 可 分 为 旋光 异 构 专 一 性 和 几何 异 构 专 一 性 两 类 。 其 中 旋光 异 构 专 一 性 是 
指 当 底 物 具 有 旋光 异 构 体 时 , 酶 只 能 作用 于 其 中 的 一 种 。 如 D- 氨基 酸 氧 化 酶 只 作用 于 D - 氨基 酸 ， 
而 对 工 - 氨基 酸 不 起 任何 作用 。 同 样 ,乳酸 脱 氢 酶 只 作用 于 工 - 乳酸 。 再 如 氨 酰 -tRNA 合成 酶 只 结合 
L- 氨基 酸 ,而 不 结合 D- 氨基 酸 , 正 因为 如 此 ,蛋白 质 分 子 中 没有 D- 氨基 酸 。 几 何 异 构 专 一 性 是 指 酶 
对 几何 异 构 体 的 专 一 性 。 例 如 , 焉 珀 酸 脱 氢 酶 只 能 催化 琥珀 酸 脱氧 而 生成 反 - 丁 烯 二 酸 ,或 者 催化 使 
反 - 丁 烯 二 酸 得 到 氢 还 原 成 琥珀 酸 的 道 反应 ,但 它 并 不 能 催化 顺 - 丁 烯 二 酸 的 生成 或 加 氧 。 

酶 的 立体 异 构 专 一 性 还 表现 在 许多 酶 能 够 区 分 假手 性 C 上 的 两 个 等 同 的 基 团 ,并且 只 催化 其 中 
的 一 个 , 而 不 催化 另 一 个 。 例 如 ,一端 由 ”c 标记 的 甘油 ,在 甘油 激酶 (glycerol kinase) 的 催化 下 能 与 





ATP 反应 ,但 仅 产 生 一 种 标记 产物 1- 磷酸 甘油 。 甘 油分 子 中 的 两 个 一 CHOH 基 团 在 我 们 看 来 是 完全 
相同 的 ,可 是 酶 却 能 区 分 它们 。 另 外 ,用 气 (D) 标 记 的 方法 发 现 ,在 脱 氢 酶 的 催化 下 , 底 物 和 NAD- 之 
间 发 生 的 氧 的 转移 也 有 着 严格 的 立体 异 构 专 一 性 ,这 种 专 一 性 表现 在 对 尼克 酰胺 环 中 C4 上 的 氢 有 选 
择 性 。 如 酵母 乙醇 脱氧 酶 (yeast alcohol dehydrogenase,YADH) 在 催化 时 ,辅酶 的 尼克 酰胺 环 C4 上 只 
有 一 侧 是 可 以 加 氢 或 脱 氢 的 , 另 一 侧 则 不 被 作用 (图 8-1)。 
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息 s-; 1 。 A 型 脱 氢 酶 催化 的 脱氧 反应 


酵母 乙醇 脱 氢 酶 的 这 种 专 一 性 被 定 为 A 型 , 凡 与 酵母 乙醇 脱 氢 酶 具有 相同 专 一 性 的 酶 都 称 为 A 
型 脱氧 酶 ,比如 苹果 酸 脱氧 酶 . 异 柠檬 酸 脱 氢 酶 以 及 乳酸 脱 氢 酶 等 ,否则 就 称 为 B 型 脱 氢 酶 ,如 谷 氮 酸 
脱氧 酶 和 o- 甘油 磷酸 脱氧 酶 等 。 


框 8-1 生化 趣事 一 一 催化 动力 .生化 武器 与 投弹 手 甲 虫 

投弹 手 甲 虫 (bombardier beetle) 是 天 生 的 生化 武器 专家 ,具有 一 种 精妙 的 防身 系统 。 在 它 腹 部 
的 一 侧 含 有 一 个 特制 的 燃烧 室 , 里面 有 两 个 小 囊 ,分 别 贮备 有 氢 配 (对 葵 二 酚 ) 和 过 氧化 氧 。 当 捕食 
者 靠近 它 的 时 候 , 两 种 物质 才 混合 在 一 起 ,同时 燃烧 室 壁 细胞 会 立刻 分 讼 出 两 种 酶 一 过 氧化 氢 酶 
和 过 氧化 物 酶 。 过 氧化 氢 酶 催化 过 氧化 所 分 解 产 生 氧 气 , 过 氧化 物 酶 则 催化 氢 醒 的 氧化 产生 柄 (图 
8 三 2 

反应 式 分 别 为 :2EO, 一 = 2HO+O,; 对 苯 二 酚 + HLO, 一 一 醒 +EHO 

这 两 个 酶 催化 的 威力 极 强 ,可 确保 反应 在 极 短 的 时 间 内 发 生 , 而 导致 爆炸 。 

反应 产物 有 3 种 : 热 ,产生 接近 100" 的 高 温 ;气体 氧气 , 因 热 而 膨胀 可 作为 推进 剂 ; 配 ,用 来 攻击 和 中 
路 靠近 它 的 捕食 者 (如 蚂 蚁 、 青 蛙 和 蜗 蛛 )。 

甲壳 虫 可 将 其 腹部 的 燃烧 室 对 准 捕食 者 ,然后 以 脉冲 的 方式 高 速 喷射 灼热 难 闻 的 热 本 ,攻击 和 吓 退 
靠近 它 的 捕食 者 。 在 2005 年 7 月 ,恐怖 分 子 企图 在 伦敦 地 铁 引 发 爆炸 ,他 们 使 用 过 氧化 氨 和 面粉 的 混合 
物 制造 爆炸 物 , 只 是 当时 因为 雷管 故障 爆炸 才 没 有 获得 成 功 。 显 然 ,他 们 制造 爆炸 物 的 灵感 不 大 可 能 来 自 
有 关 投 弹 手 甲虫 的 “ 酶 弹 " 知 识 。 要 知道 ,投弹 手 甲虫 在 利用 催化 威力 无 穷 的 酶 来 引爆 其 自制 炸弹 的 时 候 ， 
从 来 都 不 会 失败 。 


酶 的 立体 专 一 性 在 实践 中 很 有 意义 ,例如 某 些 药物 只 有 某 一 种 构 型 有 生理 效用 ,另外 一 种 构 型 无 
效 甚至 有 害 ,而 有 机 合成 的 药物 只 能 是 消 旋 产 物 ,但 用 酶 来 催化 可 进行 不 对 称 合 成 。 

尽管 酶 表现 出 高 度 的 专 一 性 ,但 某 些 辅助 因子 可 以 被 多 种 不 同 的 脱 辅酶 使 用 ,例如 NAD* 为 很 多 
脱氧 酶 的 氧 受 体 。 

有 3 个 模型 可 以 解释 酶 作用 的 专 一 性 : 

(1)“ 锁 与 钥匙 " 模型 (lock and key model) 该 模型 早 在 1894 年 就 由 Emil Fischer 提出 。 在 该 模型 
中 , 酶 和 底 物 分 别 被 比 作 锁 和 钥匙 , 锁 眼 则 比 作为 活性 中 心 , 他 认为 活性 中 心 的 构象 是 固定 不 变 的 , 底 
物 的 结构 (形状 .大 小 .电荷 的 分 布 、 氢 键 供 体 或 受 体 以 及 玻 水 补丁 等 ) 必须 与 它 的 结构 非常 吻合 才 
能 结合 (图 8-3)。 该 模型 有 很 多 缺陷 ,因此 基本 上 已 被 淘汰 。 例 如 , 它 不 能 解释 酶 的 活性 中 心 为 何 也 
能 与 产物 结合 并 催化 逆 反 应 。 此 外 ,该 模型 对 解释 酶 的 催化 机 理 也 没有 任何 帮助 ( 锁 对 钥匙 没有 任何 
作用 )。 
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分 记过 氧化 氢 酶 和 
过 氧化 物 酶 的 细胞 


侠 8-2 投弹 手 甲虫 及 其 " 栈 
弹 " 结 构 示意 图 


有 人 将 投弹 手 甲 虫 


的 酶 弹 结构 视 为 不 利于 进化 
论 的 证 据 。 你 认为 是 为 什么 ? 
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活性 中 心 


了 





“好 " 底 物 ““ 坏 " 底 物 


转 8-3 酶 与 底 物 结合 的 
“ 锁 与 钥匙 "模型 


@ 伟 8-4 酶 与 底 物 结合 
“诱导 契合 ” 模型 


如 果 用 多 一 
原子 的 醛 糖 代替 葡萄 糖 , 结 
会 是 如 何 ? 
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2)“ 诱 导 契 合 " 模型 (induced fit model) 该 模型 由 Daniel E. Koshland 在 1958 年 提出 。 其 主要 内 
容 是 (图 8-4): 酶 活性 中 心 不 是 僵硬 不 变 的 结构 ,而 是 具有 一 定 的 柔性 。 酶 在 与 底 物 结合 前 后 构象 是 
不 同 的 , 当 底 物 与 酶 接近 时 , 酶 受到 底 物 分 子 的 诱导 ,其 构象 发 生变 化 。 有 时 , 底 物 的 构象 也 会 发 生变 
化 。 这 种 构象 的 变化 ,不 仅 使 得 酶 能 更 好 地 结合 底 物 (有 点 像 戴 手套 时 手套 在 手 的 “诱导 "下 所 发 生 的 
变化 ), 还 能 使 活性 中 心 的 催化 基 团 处 于 合适 的 位 置 ,而 能 更 好 地 行使 催化 作用 。“ 好 ” 底 物 与 “ 坏 ” 底 
物 的 差别 就 在 于 ,前 者 与 酶 结合 能 诱导 酶 的 构象 发 生 有 利于 催化 的 变化 ,而 后 者 不 行 ! 

己 糖 激酶 与 底 物 的 结合 以 及 随后 的 催化 过 程 被 公认 为 是 最 能 说 明 酶 “诱导 契合 "模型 的 一 例 (图 
8-5)。 该 酶 催化 的 反应 是 将 ATP 的 一 个 磷酸 基 团 转移 给 葡萄 糖分 子 的 6 号 位 羟基 。 然 而 ,水 和 葡萄 
糖 都 具有 羟基 ,两 者 都 可 以 进入 己 糖 激酶 的 活性 中 心 ,但 己 糖 激酶 催化 磷酸 基 团 从 ATP 转移 到 葡萄 
糖分 子 的 效率 是 转移 给 水 分 子 的 10 倍 ! 对 此 现象 ,用 " 锁 和 钥匙 "模型 是 不 能 解释 的 ,但 “诱导 契合 ” 
模型 却 很 容易 。 因 为 只 有 葡萄 糖分 子 进入 酶 的 活性 中 心 以 后 ,才能 诱导 活性 中 心 从 开放 的 裂缝 变 成 
闭合 的 裂缝 。 这 种 构象 的 变化 " 赶 走 ”了 水 分 子 , 拉 近 ATP 与 葡萄 糖 6 号 位 凑 基 之 间 的 距离 ,使 活性 
中 心 的 催化 基 团 处 于 合适 的 位 置 而 能 更 好 地 行使 催化 功能 ,从 而 保证 磷酸 基 团 只 会 转移 到 葡萄 糖 的 6 
号 位 羟基 上 。 因 此 ,从 某 种 意义 上 来 看 ,葡萄 糖 通 过 诱导 酶 构象 的 变化 而 间接 地 参与 了 催化 反应 。 

对 来 源 于 酵母 细胞 的 己 糖 激酶 所 进行 的 X 射 线 衍射 实验 表明 ,整个 酶 分 子 由 两 个 相对 独立 
的 叶 (lobe) 组 成 ,活性 中 心 为 两 叶 之 间 的 裂缝 。 当 葡萄 糖 与 酶 的 活性 中 心 结合 以 后 , 酶 的 构象 
发 生 了 剧烈 的 变化 :作为 底 物 的 葡萄 糖 诱导 两 叶 相 向 移动 ,每 一 叶 大 约 旋转 10。 ,整个 多 肽 链 
骨架 移动 了 约 0.8 nm ,构成 活性 中 心 的 裂缝 因此 而 闭合 (仿佛 河 蚌 遇 到 刺激 以 后 两 壳 闭 合 )。 裂 颖 
的 闭合 对 酶 的 催化 十 分 重要 ,原因 是 :首先 它 为 底 物 创造 了 更 为 踊 水 的 环境 ,整个 葡萄 糖分 子 除了 
6 号 位 的 羟基 以 外 都 被 玻 水 氨基 酸 残 基 的 侧 链 包 围 , 这 非常 有 利于 ATP 的 转移 。 其 次 , 它 "* 赶 走 ” 
了 本 来 占据 在 活性 中 心 的 水 分 子 , 这 就 防止 了 酶 分 子 将 ATP 的 )- 磷酸 基 团 误 交 给 水 分 子 而 导致 
ATP 发 生 水 解 。 

有 人 做 过 这 样 的 实验 :使 用 少 一 个 C 原子 的 木 糖 代 蔡 葡 萄 糖 ,结果 发 现 已 糖 激酶 能 够 催化 
ATP 水 解 。 在 这 种 情况 下 ,ATP 之 所 以 发 生 水 解 ,很 可 能 是 因为 体积 较 小 的 木 糖 进入 活性 中 心 以 后 ， 
无 法 赶 走 “ 水 分 子 ”, 而 诱 使 酶 “上 当 受 骗 " 将 ATP 的 六 磷酸 基 团 转移 给 留 在 活性 中 心 的 水 分 子 上 
的 羟基 。 

上 述 底 物 诱导 的 裂缝 闭合 (substrate-induced cleft closing) 现象 不 仅仅 在 已 糖 激 酶 上 被 实现 ,实际 

上 在 其 他 几 种 参与 糖 酵 解 的 激酶 (包括 磷酸 果 


己 述 激 本 糖 激酶 、 磷 酸 甘 油 酸 激酶 和 丙酮 酸 激酶 ) 分 子 上 
6- 磷酸 葡 糖 +ADP+Pi 


葡萄 糖 +ATP 





也 能 够 观测 到 ,说 明 这 已 成 为 各 种 激酶 的 共同 
特征 。 
人 贡生， 村 合 “诱导 契合 " 模型 的 另 一 例 是 脂肪 酶 。 
了 冯 SS。 该 酶 催化 的 反应 是 脂肪 的 水 解 ,其 底 物 是 脂肪 。 
这 种 酶 对 水 溶性 底 物 几 乎 没有 任何 作用 ,只 能 水 
解 位 于 水 相 和 油 相 界面 的 底 物 。 这 是 因为 酶 在 
水 相 里 ,活性 中 心 被 它 的 一 段 螺旋 遮盖 住 ,然而 
(与 葡萄 精 结 合 之 前 ) (与 葡萄 糖 结合 之 后 ) “到 了 两 相交 界 处 ,受到 界面 的 诱导 , 酶 的 构象 发 
生变 化 ,活性 中 心得 以 外 露 ,于 是 便 有 了 活性 。 
全 3-5 己 贸 Se wa 本 (3) “三 点 附着 ”模型 (three-attachment model) 
对 于 酶 为 什么 能 够 区 分 一 对 对 映 异 构 体 ,或 者 一 个 假手 性 C 上 两 个 相同 的 基 团 (图 8-6 中 的 Z), 需 要 
用 酶 与 底 物 的 “三 点 附着 " 模型 进行 解释 。 该 模型 认为 , 底 物 在 活性 中 心 的 结合 有 3 个 结合 点 ,只 有 当 
在 这 3 个 结合 点 都 匹配 的 时 候 , 酶 才 会 催化 相应 的 反应 。 一 对 对 映 异 构 体 底 物 虽然 基 团 相同 ,但 空间 





排列 不 同 , 这 就 可 能 出 现 其 中 一 种 与 酶 结合 的 时 候 , 无 法 保证 3 点 都 互补 匹配 , 酶 也 就 不 能 作用 于 它 。 
8-6(1) 图 显示 的 是 顺 乌 头 酸 酶 的 底 物 一 一 柠檬 酸 的 立体 结构 ,其 中 的 两 个 一 CH 一 COOH 基 团 在 
我 们 眼 里 看 起 来 没有 什么 两 样 ,但 在 “ 酶 眼 * 里 ,它们 却 是 不 同 的 。 正 因为 如 此 , 顺 乌 头 酸 酶 在 催化 反 
应 的 时 候 , 只 会 将 羟基 催化 转移 给 来 自 草 酰 乙 酸 的 一 CH 一 COOH ,而 绝对 不 会 转移 给 来 自己 酰 -CoA 

的 一 CH 一 COOH (反应 式 参看 第 二 十 三 章 “三 羧 酸 循环 ” )。 

“三 点 附着 ”模型 不 但 可 用 来 解释 酶 的 立体 专 一 性 ,而 且 可 以 解释 其 他 非 酶 蛋白 质 作 用 的 立体 专 
一 性 。 aa 4 能 与 L- 氨基 酸 结合 ,对 D- 氨基 酸 没 有 作用 。 

应 条 件 温和 

和 以 外 , 绝 大 多 数 酶 促 反 应 的 条 件 都 十 分 

温和 :温度 通常 是 在 37% 左 右 ,101.3 kPa 下 ,pH 接近 7。 
5. 对 反应 条 件 敏感 ,容易 失 活 

与 一 般 的 化 学 催化 剂 相 比 , 酶 对 反应 条 件 极为 敏感 ,这 与 酶 的 化 学 本 质 有 关 。 每 一 种 酶 都 有 最 佳 
的 反应 条 件 ,如 最 适 pH 和 最 适 温度 等 。 偏 离 最 佳 条 件 会 影响 到 它 的 活性 ,而 极端 的 pH、` 特 定 的 抑制 剂 、 
过 高 的 温度 和 压强 等 因素 都 会 导致 酶 活性 的 丧失 。 

6. 受到 调控 

酶 的 活性 ,特别 是 一 条 代谢 途径 中 的 限 速 酶 的 活性 ,是 受到 严格 调控 的 ,调控 的 手段 也 是 各 种 各 
样 ( 详 见 第 十 二 章 “ 酶 活性 的 调节 ”)。 

7. 许多 酶 的 活性 还 需要 辅助 因子 的 存在 

作为 辅助 因子 的 可 能 是 金属 离子 ,也 可 能 是 辅酶 或 者 辅 基 。 作 为 辅酶 或 者 辅 基 的 多 为 维生素 或 
其 衍生 物 。 有 的 辅助 因子 作为 第 二 底 物 参与 反应 ,如 辅酶 I 和 辅酶 工作 为 电子 和 和 氢 的 受 体 或 供 体 参 
与 氧化 还 原 反 应 ,有 的 也 可 以 直接 参与 催化 ,完成 氨基 酸 侧 链 基 团 不 能 完成 的 催化 任务 ,例如 金属 离 
子 、 焦 磷酸 硫 胺 素 和 磷酸 吡 哆 醛 。 

酶 除了 催化 特定 的 化 学 反应 以 外 ,还 有 以 下 功能 :中 控制 一 个 反应 何 时 何 地 进行 ;@) 调 节 反 应 的 
速率 ;@) 防 止 副 反应 的 发 生 ;@ 国 优化 特殊 条 件 下 的 反应 。 


第 三 节 ” 酶 的 分 类 和 命名 


到 目前 为 止 已 有 数 千 种 的 酶 被 纯化 , 几 百 种 酶 被 结晶 , 随 着 酶 成 员 的 不 断 扩充 ,需要 对 其 进行 科 
学 的 分 类 和 命名 。 


一 、 酶 的 分 类 

酶 的 分 类 是 按照 国际 生物 化 学 和 分 子 生 物 学 命名 委员 会 (Nomenclature Committee of the 
International Union of Biochemistry and Molecular Biology,NC-IUBMB) 的 建议 ,根据 反应 的 性 质 ,将 其 分 
为 6 大 类 ,参见 表 8-3。 

在 每 一 大 类 酶 中 ,又 可 根据 不 同 的 标准 ,分 为 几 个 亚 类 。 每 一 个 亚 类 再 分 为 几 个 亚 亚 类 。 每 一 亚 
亚 类 中 都 含有 特定 的 数字 编号 ,作为 一 个 酶 在 亚 亚 类 中 的 顺序 号 。 每 一 大 类 、 亚 类 和 亚 亚 类 都 用 具体 
的 数字 表示 。 例 如 ,乳酸 脱 氢 酶 编号 为 EC 1.1.1.27, 其 中 EC 表示 酶 学 委员 会 ,4 个 数字 分 别 表 示 此 酶 
属于 第 一 大 类 (氧化 还 原 酶 ) 此 大 类 中 的 第 一 亚 类 (氧化 基 团 为 CHOH)、 此 亚 类 中 的 第 一 亚 亚 类 (NAD+ 
为 再 的 受 体 ) 和 在 此 亚 亚 类 中 的 顺序 号 。 


人 


(1) CHCOO 


| 感 
本 下 
HO” 1 “cE5COO 
COO 


(2) 罗 


活性 中 心 有 互 
补 的 结合 位 点 


8-6 ， 酶 与 底 物 结合 
“三 点 附着 ”模型 


于 汪 珍 六 类 酶 的 记忆 秘诀 


是 不 是 所 有 酶 催 
化 的 反应 都 涉及 共 价 键 的 
断裂 ? 
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人 


如 何 区 分 合成 酶 和 


合 酶 ? 
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m 表 83-3 酶 的 分 类 及 其 实例 








类 别 反应 性 质 实例 
氧化 还 原 酶 (oxidoreductase) 电子 转移 乙醇 脱 氢 酶 
包括 :脱氧 酶 ,氧化 酶 ,还 原 酶 ,过 氧化 物 酶 ,过 氧化 氢 酶 ,加 氧 酶 , 羟 
化 酶 
转移 酶 (transferase) 分 子 间 基 团 转移 和 蛋白质 激 酶 A 
包括 : 转 醛 酶 和 转 酮 酶 , 脂 酰基 、 甲 基 、\ 糖 基 和 磷酸 基 转 移 酶 ,激酶 , 磷 
酸 变 位 酶 
水 解 酶 (hydrolase) 通过 加 水 导致 键 的 断裂 ”脂肪 酶 
包括 : 酯 酶 ,糖苷 酶 , 肽 酶 ,磷酸 酶 , 硫 酯 酶 ,磷脂 酶 ,酰胺 酶 , 脱 氨 酶 ， 
核酸 酶 
裂 合 酶 (lyase) 消除 反应 ,产生 双 键 碳酸 酝 酶 
包括 : 脱 羚 酶 , 醛 缩 酶 ,水 合 酶 ,脱水 合 酶 , 合 酶 ,裂解 酶 
异 构 酶 (isomerase) 分 子 内 的 重 排 磷酸 己 糖 异 构 酶 
包括 : 消 旋 酶 , 差 向 异 构 酶 , 异 构 酶 , 变 位 酶 
连接 酶 (ligase) 水 解 ATP 与 分 子 之 间 的 。”DNA 连接 酶 
包括 :合成 梅 和 羧 化 酶 连接 偶 联 


二 、 酶 的 命名 

根据 NC-IUBMB 的 建议 ,每 一 个 酶 都 被 给 予 两 个 名 称 ,一 个 为 系统 名 ,一 个 为 惯用 名 。 系 统 名 要 
求 能 确切 地 反映 底 物 的 化 学 本 质 以 及 酶 的 催化 性 质 ,因此 它 由 底 物 名 称 和 反应 类 型 两 个 部 分 组 成 。 
如 果 一 个 酶 促 反应 的 底 物 不 止 一 种 , 那 需 要 将 所 有 的 底 物 都 注 明 ,中 间 用 “: ” 隔 开 。 例 如 ,乳酸 脱氧 
酶 的 系统 名 应 该 是 乳酸 : NAD- 脱 氢 酶 。 

惯用 名 也 需要 能 反映 底 物 名 称 和 反应 性 质 ,但 不 需要 非常 准确 ,一 般 采 用 底 物 加 反应 类 型 来 命 
名 ,比如 蛋白 水 解 酶 .乳酸 脱 氢 酶 .磷酸 已 糖 异 构 酶 等 。 绝 大 多 数 酶 的 惯用 名 的 英文 后 缀 为 “ase” ,少数 
例外 , 比如 明和 蛋白 酶 、 胰 蛋白 酶 和 肾 素 的 英文 名 称 分 别 是 pepsin 、trypsin 和 rennin。 由 于 惯用 名 使 用 起 
来 比较 简便 ,人 们 更 喜欢 用 它 来 称呼 一 种 酶 。 对 于 水 解 酶 ,人 们 还 习惯 省 去 反应 的 类 型 ,直接 用 底 物 
来 表示 ,如 和 蛋白酶、 核酸 酶 .脂肪 酶 淀粉 酶 和 ATP 酶 就 分 别 表示 水 解 蛋白 质 、 核 酸 、 脂 肪 淀粉 和 ATP 
的 水 解 辛 。 此 外 ,有 时 也 会 在 底 物 名 称 前 冠 以 酶 的 来 源 , 如 血清 谷 丙 转 氨 酶 和 胰 蛋 白 酶 。 

惯用 名 简单 ,应 用 历史 长 ,但 由 于 缺乏 系统 性 ,有 时 难免 出 现 “一 酶 数 名 ”或 “一 名 数 酶 ”的 现象 。 


科学 故事 一 一 酶 化 学 本 质 的 确定 

在 主 明 酶 的 化 学 本 质 过 程 中 ,美国 科学 家 James Batcheller Sumner 功 不 可 没 。Summer 于 1887 年 生 在 
美国 马萨诸塞 州 ,爱好 物理 和 化 学 ,业余 时 间 喜 欢 打猎 。17 岁 外 出 打猎 时 ,被 同伴 误伤 左 臂 ,不 得 不 截 去 
左前 警 ,因此 他 必须 学 会 用 右手 做 事 。 同 时 ,为 了 增强 体质 ,他 并 没有 放 奔 体育 活动 。1906 年 ,Sumner 进 
哈佛 医学 院 专 攻 化 学 ,1910 年 毕业 。1912 年 ,到 哈佛 医学 院 随 Otte Folin 教授 学 习 化 学 ,Ealin 认为 独 璧 人 
很 难 在 化 学 方面 获得 成 功 , 劝 Sumner 改 学 法 律 。Sumner 仍 坚持 已 见 ,并 在 1913 年 获得 硕士 学 位 ,1914 年 
获 博士 学 位 。 随 后 到 纽约 州 康 奈 尔 医学 院 任教 。 

1917 年 他 决定 分 离 酶 ,并 选择 脲酶 (urease) 作为 分 离 对 象 ,但 起 初 并 不 成 功 。 他 在 康 奈 尔 医学 院 打 算 
分 离 脲酶 之 前 , 曾 用 从 大 豆 中 制备 的 逐 酶 测定 肌肉 ` 血 和 尿 中 的 尿素 含量 。1916 年 ,有 人 发 现 南美 刀 豆 中 
脲酶 的 含量 比 大 豆 多 16 倍 。Sumner 认为 如 此 超常 量 的 脲酶 是 可 以 用 化 学 方法 分 离 和 鉴定 的 。Sumaner 
选择 富 含 豚 酶 的 刀 豆 提取 脲酶 是 他 成 功 的 第 一 步 。Sumner 在 诺 贝尔 奖金 颁奖 仪式 上 说 :“ 我 之 所 以 成 功 
是 因为 幸运 地 选择 了 脲酶 .” 1917 年 ,他 开始 从 刀 豆 中 分 离 和 纯化 脲酶 。1921 年 ,在 他 得 到 美国 - 比利时 
合作 基金 ,决定 到 布鲁塞尔 与 写 过 几 本 有 关 酶 的 书籍 的 Jean E 全 ont 一 起 工作 。 然 而 ,E 伍 ont 认为 他 分 离 
脲酶 的 想法 薄 唐 可 笑 , 因 此 计划 最 终 泡汤 。 回 到 美国 以 后 ,Sumner 继续 他 的 纯化 脲酶 的 研究 。1922 年 的 


一 天 ,他 没有 使 用 以 往 用 水 .甘油 和 乙醇 提取 脲酶 的 方法 ,而 改 用 30% 丙酮 。 当 他 取出 一 滴 丙 酮 抽 提 该 放 
在 显微镜 下 观察 时 ,发现 洲 体 中 长 出 许多 小 量 体 。 离 心 收集 这 些 晶体 后 ,发 现 它 有 很 高 的 腺 酶 活性 ,分 离 
后 的 脲酶 纯度 一 下 子 增加 了 700~1 400 倍 , 这 是 其 他 纯化 方法 难以 比拟 的 。 最 终 Sumner 分 离 出 了 脲酶 ， 
此 后 他 又 做 了 一 系列 令 人 信服 的 实验 ,证 明 脲 酶 是 蛋 自 质 。Summer 成 功 地 分 离 和 结晶 出 邓 酶 起 初 得 到 
很 多 生物 化 学 家 的 忽略 和 怀疑 。1930 年 ,John Howard Northrop 从 直 蛋白 酶 商品 制剂 中 分 离 到 了 结 量 的 
胃 和 蛋白 酶 ,之 后 他 又 结 量 了 一 系列 其 他 的 酶 ,并 用 更 严密 的 方法 证 明 酶 是 蛋白 质 。 酶 本 质 的 揭示 为 现代 酶 
学 的 发 展商 定 了 基础 。1946 年 ,Sumner 和 Northrop 一 起 荣获 诺 贝 尔 化 学 奖 。 


推荐 网 址 : 

1. http :Wen.wikipedia.org/wiki/Enzyme (维基 百科 有 关 酶 的 内 容 ) 

2. http :Wwww.lsbu.ac.uk/biology/enzyme/lectures.html (英国 伦敦 南岸 大 学 提供 的 完全 免费 的 酶 学 课程 ， 
内 容 全 面 ,十 分 有 用 ) 
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614-615 ,2000. 

2. jeffrey D ,et al. Defensive spray of the bombardier beetle:a biological pulse jet. Sciemrce,248:1 219-1 221， 
1990. 


3. Kofahl R E. The bombardier beetle shoots back. CreaiiorvEoolution ,2(3):12-14,1981. 
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在 测定 一 种 酶 促 反 
应 速率 的 时 候 ,测定 [ P ] 的 变 
化 一 般 要 比 测定 [ S ] 的 变化 
更 精确 , 为 什么 ? 
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人 ”第 九 章 “” 酶 动力 学 


酶 动力 学 (enzyme kinetics) 是 研究 酶 促 反 应 速率 及 其 变化 规律 和 影响 因素 的 一 门 学科 。 其 中 涉及 
的 很 多 名 词 和 基本 概念 均 来 自 非 酶 反应 动力 学 。 有 多 种 因素 可 影响 酶 促 反 应 的 速率 。 在 研究 某 种 因 
素 对 酶 促 反应 速率 的 影响 时 ,应 该 保持 其 他 因素 不 变 , 而 只 改变 需要 研究 的 因素 。 

研究 酶 促 反 应 动力 学 具有 重要 的 理论 意义 和 实践 意义 。 这 既 有 助 于 阐明 酶 的 结构 与 功能 之 间 的 
关系 ,又 可 为 研究 酶 的 作用 机 理 提 供 有 用 的 数据 , 除 此 以 外 ,还 有 助 于 寻找 最 佳 的 反应 条 件 ,了 解 酶 在 
代谢 中 的 作用 以 及 某 些 药物 作用 的 机 理 等 。 

本 章 将 重点 介绍 酶 的 米 氏 动力 学 酶 抑制 剂 作 用 的 动力 学 .多 底 物 酶 的 动力 学 和 别 构 酶 的 动 


力学 。 


第 一 入 影响 酶 促 反 应 的 因素 


一 、 酶 促 反 应 速率 和 反应 类 型 


反应 速率 与 非 酶 促 反应 一 样 , _ 般 都 是 用 单位 时 间 () 内 底 物 或 产物 浓度 的 恋 化 值 来 玫 示 入 
用 的 单位 是 mol.L.s。 
对 于 最 简单 的 单 底 物 和 单产 物 反应 S_，P, 反 应 速率 用 公式 可 表示 为 :uc dLP]_ -一 2-4[S] 
dd 萎 
为 速率 常数 ,与 [S] 成 正比 ,此 反应 为 一 级 反应 ; 对 于 同 种 双 分 子 底 物 反 应 2 
_ 记 EBPJ asj 





= [LS 了 省 与 LS 天 成 正比 ,反应 为 二 级 反应 ;对 于 异种 双 分 子 底 物 反应 A+ B 一 P， 





d 2di 

,=dLP] dbAj dlB]-iTA]IB] 反 应 也 是 二 级 反应 。 
二 二 t 
二 、 影 响 酶 促 反应 速率 的 因素 


影响 酶 促 反应 速率 的 主要 因素 包括 : 酶 浓度 ,. 底 物 浓度 .反应 温度 .反应 介质 的 pH 和 离子 强度 以 
及 有 无 抑制 剂 或 激活 剂 的 存在 等 。 

三 授 全 汪 抽 县 大 Cr 

为 了 能 真实 地 研究 酶 浓度 对 反应 速率 的 影响 ， ， 
底 物 必须 过 量 存在 ,以 使 反应 速率 不 受 底 物 浓度 的 
限制 。 图 9-1 为 测定 的 结果 ,从 图 中 可 以 看 出 ,在 一 
定 的 pH 和 温度 下 , 当 底 物 浓度 大 大 超过 酶 浓度 时 ， 
反应 速率 与 酶 的 浓度 呈正 比 关系 。 

(二 ) 温度 对 酶 促 反应 速率 的 影响 

与 大 多 数 化 学 反应 相似 , 酶 促 反应 速率 也 会 随 
温度 升 高 而 加 快 ,因为 温度 升 高 会 提高 分 子 之 间 的 
碰撞 机 会 。 一 般 而 言 ,温度 每 升 高 10%C ,大 多 数 酶 的 和 
活性 增加 50%~100%。 然 而 , 酶 主要 是 蛋白 质 ,即使 ee 
是 核 酶 也 会 随 温度 的 不 断 升 高 而 变性 。 一 日 变性 ，， 余 9-1 本 浓度 对 反应 速率 的 影响 


反应 速率 /(hmolL-s 








酶 活性 会 急剧 下 降 。 在 温度 较 低 时 ,温度 对 碰撞 机 会 影 
响 较 大 ,反应 速率 随 温度 升 高 而 加 快 ,但 温度 超过 一 定数 
值 后 , 酶 受热 变性 的 因素 占 优 ,反应 速率 反而 随 温度 上 升 
而 下 降 ,形成 倒 V 形 曲线 (图 9-2)。 在 此 曲线 顶点 所 代表 
的 温度 下 , 酶 活性 最 高 ,这 时 的 温度 被 称 为 酶 的 最 适 温度 
(optimum temperature)。 

从 动物 组 织 提 取 的 酶 ,其 最 适 温度 多 在 35~40% , 温 rr 
度 超过 40% 以 后 ,大 多 数 酶 开始 变性 ,到 了 80% 以 上 ， 全 人 人 
多 数 酶 的 变性 已 不 可 道 。 然 而 ,从 嗜 热 菌 内 提取 出 来 的 。 国 9-2 温度 对 反应 速率 的 影响 
酶 对 热 很 稳定 ,其 最 适 温度 较 高 ,如 Tag DNA 聚合 酶 能 抵抗 100% 的 高 温 , 其 最 适 温度 约 为 70%C 。 
虽然 酶 活性 随 温度 的 下 降 而 降低 ,但 低温 一 般 不 破坏 酶 。 温 度 回 升 后 , 酶 又 会 恢复 活性 。 因 此 ， 
酶 通常 储存 在 5% 或 更 低 的 温度 下 ,只 有 少数 酶 会 因 受 冻 而 失 活 。 临 床上 低温 麻醉 就 是 利用 酶 的 
这 一 性 质 以 减缓 组 织 细 胞 的 代谢 速率 ,提高 机 体 对 氧 和 营养 物质 缺乏 的 耐 受 性 ,有 利于 进行 手术 
治疗 。 

酶 的 最 适 温度 不 是 酶 的 特征 性 常数 ,原因 是 它 与 反应 时 间 有 关 , 不 是 一 个 固定 的 值 。 酶 可 以 在 短 
时 间 内 耐 受 较 高 的 温度 ;相反 ,延长 反应 时 间 ,最 适 温度 便 降低 。 

(三 ) pH 对 酶 促 反 应 速率 的 影响 

p 互 不 仅 对 酶 的 稳定 性 有 影响 ,还 对 其 活性 有 影响 。 就 后 者 而 言 , 酶 反应 介质 的 pH 可 影响 酶 分 子 ， 
特别 是 酶 活性 中 心 上 必 需 基 团 的 解 离 状况 和 解 离 程度 ,以 及 催化 基 团 中 质子 供 体 或 质子 受 体 所 需 的 
离子 化 状态 ,同时 也 可 影响 底 物 和 辅酶 (或 辅 基 ) 的 解 离 状 态 和 解 离 程度 ,从 而 影响 到 酶 与 底 物 的 结 
合 。 只 有 在 特定 的 pH 下 , 酶 . 底 物 和 辅酶 (或 辅 基 ) 的 解 离 情况 最 适 于 它们 相互 结合 ,并 发 生 催化 作用 ， 
使 酶 活性 最 高 ,这 时 的 pH 被 称 为 酶 的 最 适 pH (optimum pH) (图 9-3)。 最 适 pH 和 酶 的 最 稳定 pH 不 
一 定 相同 ,和 体内 环境 的 pH 也 未 必 相 同 。 

动物 体内 多 数 酶 的 最 适 pH 接近 中 性 ,但 也 有 例外 ,如 明和 蛋 白 酶 的 最 适 pH 约 1.8, 肝 精 氨 酸 酶 最 
适 pH 约 为 9.8 , 溶 酶 体内 的 各 种 水 解 酶 的 最 适 pH 都 偏 酸性 。 

最 适 pH 也 不 是 酶 的 特征 性 常数 , 它 受 底 物 浓度 .缓冲 液 的 种 类 及 浓度 以 及 酶 的 纯度 等 因素 的 影 
响 。 溶 液 的 pH 高 于 和 低 于 最 适 pH 时 ,都 会 使 酶 的 活性 降低 ,远离 最 适 p 了 时 甚至 会 导致 酶 的 变性 失 活 。 
测定 酶 的 活性 时 ,应 选用 适宜 的 缓冲 液 ,以 保持 酶 活性 的 相对 恒定 

(四 ) 底 物 浓度 对 反应 速率 的 影响 

酶 动力 学 研究 的 核心 内 容 是 揭示 底 物 浓 度 的 变化 与 酶 促 反 应 速率 之 间 的 关系 ,而 揭示 两 者 之 间 
ee 关 贡 的 最 好 放 半 也 六 : 知 才 辆 闻 的 二 cc 
述 和 概括 。 为 了 简化 反应 系统 ,需要 假定 研究 
的 酶 无 别 构 效 应 等 特殊 的 性 质 ,上 且 为 单 底 物 和 
单产 物 反 应 。 真 正 的 酶 虽然 很 少 满足 以 上 假定 
的 条 件 , 但 这 为 理解 更 为 复杂 的 反应 系统 提供 
了 便利 。 

对 于 一 个 正常 的 非 催化 的 化 学 反应 而 言 ， 

应 速率 与 反应 物 的 浓度 成 正比 ,以 反应 速率 
对 反应 物 浓 度 作 图 应 该 是 一 条 直线 。 但 对 于 绝 
大 多 数 酶 促 反应 来 说 ,以 反应 速率 对 底 物 浓 


度 [S ] 作 图 ,得 到 的 就 是 双 曲 线 (图 9_4)。 
图?-4 底 物 浓度 对 了 反应 速率 的 影响 为 了 解释 酶 促 反应 速率 与 底 物 浓度 之 间 的 


相对 活性 
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双 曲 线 关 系 ,1888 年 瑞典 化 学 家 Savante Arrhenius 提出 “ 酶 - 底 物 中 间 物 ”假说 ,他 认为 , 酶 在 催化 反 
应 中 需要 和 底 物 形成 某 一 种 中 间 物 , 即 酶 - 底 物 复合 物 (enzyme substrate complex,ES), 于 是 反应 式 需 
要 改写 成 : 
下 + S 一 一 一 上 S 一 一 一 上 P 一 一 一 卫 上 + 了 

按照 上 述 假说 , 酶 促 反 应 的 速率 实际 上 与 ES 的 量 有 关 ,在 一 定 的 酶 浓度 下 ,提高 底 物 的 浓度 会 提 

ee ES 的 量 ,反应 速率 随 之 提高 。 然 而 , 当 底 物 浓度 提高 到 一 定 水 平 以 后 ,反应 系统 中 所 有 的 酶 分 子 都 
底 物 , 即 酶 被 底 物 饱和 了 ,在 这 种 情况 下 ,ES 达到 最 大 值 , 反 应 ea 这 时 即 

aa 区 物 的 量 ,也 不 会 提高 反应 速率 。 

酶 促 反 应 中 酶 与 底 物 形 成 的 中 间 复 合 物 已 被 许多 实验 所 证 实 。 但 由 于 酶 促 反 应 极 快 ,ES 中 间 物 
的 存留 时 间 极 得, 需要 使 用 特殊 的 手段 才能 检测 到 它们 的 存在 。1937 年 ,耶鲁 大 学 的 Kurt G. Stern 将 
过 氧化 氢 酶 (catalase) 与 其 底 物 过 氧化 氢 的 衍生 物 混合 在 一 起 ,发 现 随 着 反应 的 进行 , 酶 的 光谱 发 生 漂 
移 (spectral shift)。 该 实验 表明 , 酶 首先 与 底 物 通过 某 种 方式 形成 复合 物 , 在 反应 结束 以 后 ,又 恢复 到 
原来 的 状态 。 后 来 有 人 将 弹性 蛋白 酶 的 晶体 在 70% 甲醇 溶液 中 冷却 到 -55% ,然后 加 入 其 专 一 性 底 
物 一 一 基 氧 痰 基 丙 氨 酸 对 硝 基 葵 酯 ,浸泡 一 段 时 间 以 后 ,对 酶 晶体 进行 X 射线 衍射 分 析 , 结 果 底 物 浸 
泡 前 后 的 酶 差 电子 密度 图 清楚 地 显示 , 酶 与 底 物 形成 了 酶 的 酰 化 中 间 物 。 


第 二 节 ” 米 氏 反 应 动力 学 


酶 反应 动力 学 最 简单 的 模型 由 Lenor Michaelis 和 Maude Menten 于 1913 年 提出 ,因此 又 名 为 
Michaelis-Menten 模型 或 M-M 模型 。1925 年 ,G.E. Briggs 和 James B. S. Haldane 使 用 稳 态 近似 法 
(steady-state approximation,SSA) 提出 一 个 略为 复杂 的 模型 ,但 为 了 表达 对 Michaelis 和 Menten 的 开拓 
性 工作 的 敬意 ,仍然 称 之 为 M-M 模型 。 

为 了 简化 反应 系统 ,通常 以 最 简单 的 单 底 物 和 单产 物 反应 为 例 ,并 设立 3 个 前 提 条 件 来 推导 动力 
学 方程 。 


一 、 米 氏 方程 成 立 的 前 提 
米 氏 反应 动力 学 需要 满足 3 个 条 件 : 中 反应 速率 为 初速 率 , 此 时 反应 速率 与 酶 浓度 呈正 比 关 
II 了 系 , 避 免 了 反应 产物 以 及 其 他 因素 的 干扰 ;@@ 酶 底 物 


[So] 复合 物 处 于 稳 态 (steady-state), 即 [ES ] 不 发 生变 化 
dLES 
| ~ oj,@ 符 全 质量 作用 定律。 


二 、 米 氏 方 程 的 推导 
对 于 单 底 物 - 单产 物 反应 (图 9-5): 


浓度 









[EUJ=[E]+[ES] 9 


量 ] 


假定 w 表示 ES 的 形成 速率 ,mw 为 ES 的 解 离 
速率 ,那么 w=ia[ 卫 ][S], 而 w=EiLES ]+b[ES ]= 
(+b) [ES]。 在 稳 态 时 ,ES 的 形成 速率 与 
ES 的 解 离 速率 相等 , 因此 w=xw, 即 户 [E][S]= 
关 Ia 交 人 WTA (Li+b) [ES ] ( 〇 式 )。 


时间 





假定 [ E, ] 表 示 酶 的 总 浓度 ，[ 下] 表示 游离 的 酶 浓度 ，[ ES ] 为 与 底 物 结合 的 酶 浓度 , 则 [E, ]= 
[了 ]+[ES ]。 于 是 , 〇 式 可 变 为 : 
且 ([E]-[ES])[S]=(+B) [ES] 之 语 [E][LS]-5 [LES][S]=(k+b) [ES] 
之 记 [也 ]= 和 [ES][S]+(E+5) [ES ] 仿 太 [E]LS]=(LS]+(CEHb))LES] 


大 十 [2 
后 [了 ][S] [到 ][S] 


[ES]- [了 ][S] 
有 LS]+OR AT) 


[s]+ + [TS]+HK 


由 于 酶 促 反应 的 初速 率 即 是 产物 形成 的 速率 ,=i[ ES ], 于 是 ， 


恕 [E]LS] 
[S ]+K。 


当 [ S ] 一 o , 酶 被 底 物 饱 和 ,这 时 的 反应 速率 为 最 大 反应 速率 所 。 


之 [ ES ]= 


妨 [了 下] [S] 一 om 
摔 SS 
天， 


In 


[S] 


如 果 将 避 [ E, ] 换 成 内 。, 则 米 氏 方程 可 重 写成 :o= 站 1 


0= 刀 [ 瓦 ]=T 
1+ 








三 、 米 氏 方 程 的 解读 和 延伸 

1. 解读 及， 

K。 就 是 米 氏 常数 ,为 米 氏 酶 的 特征 常数 。 人 们 常常 将 有 与 酶 对 底 物 的 亲和力 相 联系 ,但 有 时 并 
不 确切 。 事 实 上 ,更 为 确切 的 说 法 应 该 是 :对 于 遵守 米 氏 动力 学 的 反应 ,K。 是 酶 发 生 有 效 催化 时 ,对 所 
需 底 物 浓度 的 一 种 尺度 , 即 具 有 高 及, 的 酶 比 具 有 低 及 , 的 酶 需要 更 高 的 底 物 浓度 才能 到 达 给 定 的 反 

除了 知道 及 的 字面 含义 之 外 ,还 可 以 从 以 下 几 个 方面 理解 它 : 


(D = 和 和 .而 陛 与 底 物 的 解 离 常数 大 = in = 人 ， 当 有 ct 时 ,KK 因此 在 一 定 条 


Re 它 来 表示 酶 与 底 物 的 素 和 力 。 一 个 酶 的 及, 越 大 ,意味 着 该 酶 与 底 物 的 亲和力 越 低 ; 反 
之 ,及 越 小 ,该 酶 与 底 物 的 亲和力 越 高 。 

有 些 酶 能 催化 几 种 不 同 的 底 物 发 生 类 似 的 反应 ,但 与 每 一 种 底 物 的 及, 都 不 同 。 显 然 ,如 果 将 它 
的 各 种 底 物 等 比例 地 混合 以 后 再 加 入 酶 , 那 上 ,最 小 的 底 物 就 最 容易 与 酶 结合 。 





C) 如 果 [S]-K , 米 氏 方程 可 转变 成 岂 _Zas[LS] -JaLS] _ Wo 因此 天 是 酶 反应 初速 率 为 
[S]+K [S]+[S] 2 


了 的 一 半 时 底 物 的 浓度 , 它 的 单位 就 是 浓度 的 单位 。 

(3) K。 可 以 帮助 判断 体内 一 个 可 道 反应 进行 的 方向 。 如 果 酶 对 底 物 的 及 , 值 小 于 对 产物 的 天 值 ， 
则 反应 有 利于 正 反 应 。 和 否则 ,有 利于 逆反 应 

2. 解读 Tu 

在 特定 的 酶 浓度 下 ,Vs 也 是 一 种 酶 的 特征 常数 ,然而 ,在 现实 的 条 件 下 ,一 个 酶 促 反 应 很 难 达到 
或 者 根本 就 达 不 到 此 值 。 随 着 底 物 浓度 的 增加 , 只 能 接近 此 值 。 如 果 一 个 酶 促 反 应 的 酶 浓度 发 生变 
化 ,Fe 会 随 之 发 生 改 变 。 因 此 严格 地 说 ,一 个 酶 促 反 应 的 所 .只 有 在 酶 浓度 固定 在 一 个 值 的 时 候 , 才 
是 一 个 常数 。 

对 于 大 多 数 酶 来 说 ,反应 速率 随 着 底 物 浓度 的 升 高 而 加 快 。 实 际 上 不 管 添 加 多 少 底 物 , 酶 反应 速 
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如 果 乙 酰 胆 碱 酯 酶 
的 K-。 达到 过 氧化 氢 酶 的 水 


平 , 其 后 果 是 什么 ? 


136 


率 从 来 不 会 停止 增长 ,只 是 增长 的 幅度 (图 9-5 中 曲线 的 斜率 ) 越 来 越 小 。 理 论 上 只 有 当 底 物 浓度 达 
到 无 穷 大 的 时 候 ,反应 速率 才 会 达到 最 大 值 。 这 就 意味 着 W。. 从 来 不 能 被 直接 测定 到 ,只 能 通过 估算 
得 到 。 在 某 些 情况 下 ,能 得 到 的 最 大 反应 速率 实际 上 远 远 低 于 真实 的 内 值 ,这 可 能 是 因为 底 物 的 深 
解 性 不 好 ,难以 提供 很 高 的 底 物 浓 度 , 也 可 能 是 某 些 酶 的 活性 会 被 高 浓度 的 底 物 抑制 (参看 酶 活性 的 
抑制 )。 
3. 解读 及 。 
人 [了 ].[S] 
K+[S] 

速率 常数 。 对 于 两 步 反 应 而 言 , 驮 ,= 各; 对 于 更 复杂 的 反应 ,大 。 取决 于 限 速 步骤 。 

,给 出 了 酶 被 底 物 饱和 以 后 其 催化 产物 的 生成 情况 。 太 。 的 单位 是 时 间 单 位 的 倒数 (例如 s"), 其 
倒数 被 认为 是 一 个 酶 分 子 “转换 ”(turn over) 一 个 底 物 分 子 所 需要 的 时 间 。 有 时 太 。 称 为 酶 的 周转 数 
(turnover number) 或 酶 的 催化 常数 ,具体 是 指 在 单位 时 间 内 ,一 个 酶 分 子 将 底 物 转变 成 产物 的 分 子 总 





米 氏 方程 可 重 写成 := ,这 里 岂 ,= 天 [下 ], 大 整合 了 在 ES 和 E+P 之 间 所 有 反应 


数 。 如 果 一 个 酶 遵守 米 氏 方程 , 则 大 .= 上 = 省 。 





上 思 表 9-1 几 种 酶 的 动力 学 参数 





酶 底 物 KR/(imolL 0) 有 CD) AMK/(mol EL 
乙酰 胆 碱 酯 酶 乙酰 胆 碱 9.5x 107 1.4x10* 1.5xX 108 
碳酸 本 酶 CO0， 1.2x 10? 1.0x 10 8.3x107 
HCO; 2.6x 107 4.0x10” 1.5x 10” 
磷酸 丙 糖 异 构 酶 3- 磷酸 甘油 醛 1.8 x 107 4.3x 10? 2.4x108 
过 氧化 氢 酶 H20， 1.1 4.0x 107 4.0x107 
胰 凝 乳 蛋白 酶 N- 乙酰 甘氨酸 乙 酯 4.4x10” 5.1x 107 1.2x 10” 
N- 乙酰 顷 氨 酸 乙 酯 8.8x10” 1.7x 10” 1.9 
N- 乙酰 酷 氨 酸 乙 酯 6.6x10” 1.9x107 2.9x 10” 
顺 乌 头 酸 酶 顺 乌 头 酸 5.0x107 8.0x10? 1.6x 108 
苹果 酸 2.5x107 9.0x 10? 3.6x107 
脲酶 尿素 2.5x 10” 1.0x 104 4.0x 10; 


在 一 个 细胞 里 ,有 成 百 上 千 种 不 同 的 酶 。 酶 不 同 ,催化 效率 也 会 不 同 。 那 么 ,如 何 衡量 和 比较 
不 同 的 酶 的 催化 效率 呢 ? K。 只 能 反映 一 种 酶 与 其 底 物 之 间 的 亲和力 。 一 种 酶 与 底 物 的 亲和力 越 
高 ,并 不 能 说 明 这 种 酶 催化 的 效率 就 高 。 事 实 上 ,如果 酶 与 底 物 的 亲和力 太 高 ,反而 不 利于 催化 , 因 
此 天, 是 不 能 用 来 显示 一 种 酶 的 催化 效率 的 。 那 么 ,能 否 用 岂 is. 呢 ? 同样 不 能 ,一 是 因为 Wwws. 在 细胞 
里 很 难 达到 ,二 是 因为 六 随 着 酶 浓度 的 变化 而 变化 。 于 是 ,上 就 成 了 衡量 一 种 酶 催化 效率 的 非常 
重要 的 指标 。 因 为 一 个 酶 的 周转 数 越 高 ,就 意味 着 在 单位 时 间 内 它 能 将 更 多 的 底 物 转变 成 产物 , 它 
的 催化 效率 也 就 越 高 。 表 9-1 显示 了 几 种 重要 的 酶 的 周转 数 , 过 氧化 氢 酶 最 高 ,每 秒 钟 1 个 酶 分 
子 竟然 能 将 四 千 万 个 H0; 分 子 分 解 掉 ! 该 酶 如 此 高 的 催化 效率 对 机 体 来 说 是 非常 重要 的 ,因为 
一 个 有 氧 生物 在 正常 代谢 中 ,会 不 断 产生 对 机 体 有 毒 的 HO;, 细 胞 需要 这 种 高 效 的 “清道 夫 "来 对 
Hz0; 进行 解毒 。 但 机 体 并 不 需要 所 有 的 酶 都 具有 非常 高 的 催化 效率 ,有 时 候 酶 的 催化 效率 太 高 反 
而 是 有 害 的 。 





mm 


结合 了 fs 和 及 , 大 的 ss 和 /或 小 的 玉 ， 将 给 出 大 的 - 值 。 当 [ S ] < K, 即 底 物 浓度 很 稀 的 


总 
主 





大 


框 9-1 理论 联系 实际 一 一 甲醇 或 二 甘 醇 中 毒 的 解毒 

全 球 每 年 都 有 人 因 喝 了 工业 酒精 勾兑 的 假 酒 中 毒 致 宣 或 致死 的 报道 。 另 外 ,二 甘 醇 作为 一 种 保 泥 剂 ， 
曾 广泛 用 在 牙膏 当中 ,只 是 到 了 2007 年 7 月 ,在 中 国 制造 的 牙膏 先后 在 巴拿马 和 美国 被 指 二 甘 醇 含量 过 
高 而 遭 到 禁令 以 后 ,人 们 才 对 它 有 所 了 解 。 但 事实 上 ,甲醇 和 二 甘 醇 本 身 基 本 上 都 没有 毒 ,只 是 在 它们 进 
和 人 人体 以 后 ,在 人 体内 乙醇 脱 氢 酶 的 催化 下 ,被 氧化 以 后 才 有 毒 。 如 甲醇 在 视网膜 中 变 成 甲醛 ,就 必然 会 
影响 到 视觉 的 正常 功能 。 

乙醇 脱 氨 酶 主要 存在 于 肝 细胞 ,其 生理 功能 显然 不 是 为 贪杯 者 准备 的 ,而 是 为 了 帮助 机 体 代 谢 从 食 
物 中 带 和 体内 的 乙醇 ,或 者 由 肠 道 细 菌 发 酵 产 生 的 乙醇 。 在 视网膜 细胞 中 ,也 有 乙醇 脱 氢 梅 ,但 它 的 生理 
功能 是 促进 视 黄 醇 变 为 视觉 产生 必需 的 视 黄 醛 。 

乙醇 脱 氢 酶 的 底 物 不 止 乙醇 ,还 有 视 黄 醇 、 甲 醇 、 异 丙 醇 和 二 甘 醇 ,但 对 乙醇 的 天 . 值 最 小 ,因此 ,在 同 
等 的 条 件 下 ,乙醇 脱氧 酶 优先 与 乙醇 结合 ,并 将 乙醇 脱 氨 ,产生 乙 醛 。 如 果 其 他 底 物 与 乙醇 脱 氢 酶 结合 ， 
也 可 以 脱氧 产生 相应 的 氧化 产物 。 不 过 甲醇 脱 氢 产生 的 甲醛 和 二 甘 配 脱 氢 产 生 的 2- 凑 基 乙 氧 基 乙 醛 
对 机 体 是 有 剧 毒 的 。 如 果 不 小 心 摄 人 到 体内 ,只 要 它们 不 和 肝 细 胞 内 的 乙醇 脱 氢 酶 结合 ,就 是 安全 的 ， 
因此 当 有 人 不 小 心 摄 人 少量 的 甲醇 和 二 甘 醇 以 后 ,为 了 防止 其 中 毒 ,可 以 让 其 饮 人 少量 的 优质 白酒 ,这 
实际 上 就 是 利用 乙醇 与 乙醇 脱 氢 酶 的 亲和力 较 高 ,而 阻止 甲醇 或 二 甘 醇 与 乙醇 脱 氢 酶 结合 转变 成 有 毒 
的 产物 , 从 而 使 它们 有 足够 的 时 间 从 肾 排 出 体外 。 因此 ,在 某 种 意义 上 ,酒量 越 大 的 人 越 容易 发 生 甲 醇 
或 二 甘 醇 中 毒 ! 





时 候 , 米 氏 方程 可 转变 为 v= 人 ][S 1 这 时 2 表现 为 底 物 和 自由 酶 之 间 反 应 的 二 级 速率 常数 。 该 
常数 十 分 重要 ,因为 它 显 示 了 在 有 足 量 酶 的 存在 下 , 酶 和 底 物 能 做 什么 ,还 允许 直接 比较 酶 对 不 同 底 
物 的 催化 效率 ,例如 表 9-2 中 的 胰 疾 乳 蛋 白 栈 对 三 种 不 同 的 底 物 的 ,e 值 差 之 甚 远 ,这 反映 了 此 酶 对 


它 三 种 不 同 的 底 物 的 催化 效率 是 不 一 样 的 。 因此 ,7 也 可 以 用 来 衡量 栈 的 催化 效率 ， 不 过 更 有 用 的 
是 它 还 可 以 用 来 显示 一 种 酶 的 完美 程度 。 
作为 一 个 二 级 速率 常数 . 瑟 有 一 个 最 可 能 的 极 大 值 ,此 值 由 酶 和 底 物 的 碰撞 频率 决定 ,能 达到 这 


种 “催化 境界 ” 的 酶 可 以 说 已 进化 得 近乎 完美 这 样 的 酶 促 反 应 速率 的 限 速 因素 已 不 是 酶 本 身 了 ,而 
仅 受 物理 学 上 无 法 克服 的 扩散 定律 限制 了 ,因为 每 一 次 碰撞 都 会 导致 反应 。 如 果 每 一 次 碰撞 导致 酶 - 


底 物 复合 物 的 形成, 扩散 理论 顶 测 . 值 到 达 10 ~10" mol LIL… s…。 碳 酸 栈 酶 . 顺 乌 头 酸 酶 和 磷酸 丙 


糖 异 构 酶 实际 上 都 接近 这 个 值 。 但 磷酸 丙 糖 异 构 酶 作为 糖 酵 解 途径 中 的 一 个 必需 的 酶 ,存在 于 所 有 
活 细 胞 内 ,故此 酶 被 公认 为 当今 所 有 的 生命 系统 中 最 完美 的 酶 。 
总 之 ， 斌 对 于 酶 来 说 是 一 个 非常 重要 的 常数 ,具体 表现 在 :中 它 是 一 个 表 观 二 级 速率 常数 ; 


@) 它 可 以 表示 一 个 酶 的 催化 效率 或 者 完美 程度 ;@ 它 可 以 反映 在 较 低 的 底 物 浓度 下 ,一 个 酶 的 催化 
“表现 ” ;四 痉 的 上 限 妨 是 由 酶 与 底 物 扩散 到 一 起 的 限制 因素 所 决定 的 。 


四 、 米 氏 方程 的 双重 性 


在 底 物 洲 度 很 低 的 情况 下 , 即 [S ]<kc, 米 氏 方 程 可 转变 为 = 这 时 反应 
二 Im Im 
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[S] 


余 9-6 米 氏 酶 反应 速率 与 
底 物 浓度 的 关系 曲线 


其 他 线性 化 作 图 法 


哪 一 种 作 图 法 的 误 
差 最 小 ? 为 什么 ? 


138 


速率 与 底 物 浓度 成 正比 ,符合 一 级 动力 学 ;在 底 物 浓度 很 高 的 情况 下 , 即 [ S ]>>K。, 米 氏 方程 可 转变 为 : 


o 的 人 -人 -。。 这 时 酶 反应 速率 接近 最 大 值 ,如 果 继 续 增加 底 物 的 浓度 ,v 不 可 能 继续 
十 


增加 ,反应 速率 与 底 物 浓度 的 关系 符合 零 级 动力 学 。 


五 、 米 氏 方 程 的 线性 转换 

直接 使 用 米 氏 方程 中 的 v 对 [ S ] 作 图 得 到 的 是 一 条 双 曲 线 , 从 图 中 也 能 得 到 及 , 值 ( 反 应 速率 为 
最 大 值 一 半 时 底 物 的 浓度 ) 和 及。 值 ( 图 9-6), 然 而 ,由 于 实验 误差 的 客观 存在 ,只 要 出 现任 何 可 见 的 
误差 使 数据 点 偏离 真实 的 位 置 ,就 会 很 难 画 出 一 个 很 完美 的 曲线 ,而 在 同样 的 条 件 下 , 画 直线 更 容易 。 
因此 ,将 米 氏 方程 进行 线性 化 处 理 就 显得 十 分 必要 。 

1.， Lineweaver-Burk 作 图 

Lineweaver-Burk 作 图 可 谓 是 最 普及 最 常见 的 确定 酶 动力 学 常数 的 方法 ,该 作 图 法 需要 对 米 氏 方 
程 作 以 下 转换 : 

TS T_ Se 有 工 


Te 








转换 以 后 ,以 -对 5 作 图 ,将 得 到 一 条 直线 (图 
全 


9-7)。 由 于 这 种 作 图 法 的 变量 变 成 了 w 和 [ S 的 倒数 ， 
因此 又 称 为 双 倒 数 作 图 (double reciprocal plot)。 

使 用 此 作 图 法 ,不 需要 直接 测量 久 ., 从 图 中 就 
能 得 到 所 .和 天 ,但 它 也 许 是 最 不 准确 的 计算 酶 动 
力学 常数 的 方法 。 

如 果实 验 数据 没有 误差 , 双 倒数 作 图 无 疑 就 是 
最 佳 的 确定 酶 动力 学 常数 的 方法 。 然 而 ,实验 的 误 
差 总 是 存在 的 ,而 双 倒 数 作 图 不 能 很 好 地 处 理 这些 
误差 ,特别 是 在 底 物 浓度 较 低 的 情况 下 的 误差 会 





导致 出现 更 大 的 误差 ,这 时 作出 来 的 点 分 散 得 十 分 
严重 5 

为 了 更 好 地 说 明 双 倒数 法 的 缺陷 ,让 我 们 假定 人 

一 个 遵守 米 氏 动力 学 方程 的 酶 ,同时 得 到 了 几 组 含有 偶然 误差 的 数据 ,如 果 使 用 微软 的 Excel, 对 [S ] 

作 图 的 结果 如 图 9-8(1), 而 使 用 同样 的 数据 用 双 倒 数 作 图 的 结果 如 图 9-8(2), 图 中 的 实心 圆 点 代表 无 
误差 的 数据 。 

比较 两 图 不 难 发 现 , 同 样 具有 误差 的 数据 ,特别 是 在 低 底 物 浓度 下 得 到 的 数据 (图 中 的 右边 ) 在 双 
倒数 法 中 得 到 的 点 分 散 严重 , 换 句 话说 , 双 倒 数 法 扩大 了 误差 。 

除了 经 典 的 双 倒数 作 图 以 外 ,还 可 以 对 米 氏 方程 进行 其 他 形式 的 变换 ,从 而 得 到 另外 两 种 线性 化 
作 图 方法 一 一 Eadie-Hofstee 作 图 和 Hanes-Wolff 作 图 。 此 外 ,还 有 一 种 直接 线性 化 作 图 。 这 3 种 作 图 
法 各 有 利 整 。 


图 9-7 米 氏 梧 的 双 倒数 作 图 











1 2 
1/[S] 


@ 圈 9-8 双 倒 数 作 图 对 v 和 [ S ] 误 差 的 扩大 


第 三 节 ” 酶 抑制 剂 作用 的 动力 学 


有 两 种 情况 可 导致 酶 活性 的 降低 或 丧失 :一 种 是 由 酶 分 子 变性 引起 的 ,另外 一 种 是 由 抑制 剂 的 作 
用 造成 的 。 酶 动力 学 分 析 的 一 个 重要 用 途 是 研究 酶 抑制 剂 的 作用 。 酶 抑制 剂 泛 指 那些 通过 与 酶 分 子 
的 结合 而 降低 反应 速率 .抑制 酶 活性 的 物质 。 它 们 可 能 是 在 细胞 中 自然 存在 ,用 来 控制 代谢 反应 速率 
的 调节 物 , 也 可 能 是 人 工 合成 的 有 机 的 或 无 机 的 试剂 。 许 多 毒性 化 合 物 实 为 酶 的 抑制 剂 ,在 细胞 内 能 
抑制 关键 的 代谢 反应 ,这 些 毒性 抑制 剂 对 某 种 或 某 类 有 机 体 有 特异 性 ,因此 可 用 做 抗生素 、 杀 虫 剂 和 
除草 剂 等 。 许 多 抗 病毒 和 抗 癌 药 物 也 是 特定 的 酶 抑制 剂 ( 表 9-2)。 


上 表 9-2 几 种 常见 的 酶 抑制 剂 药物 








药物 名 称 (中 文 ) 药物 名 称 (英文 ) 葛 酶 医用 或 药 用 
阿司匹林 aspirin 前 列 腺 素 合 成 消炎 
中 的 环 加 氧 酶 
青霉素 penicillin 肽 聚 糖 转 肽 酶 抗生素 
甲 氨 蝶 叭 methotrexate 二 氧 叶酸 还 原 酶 抗 肿瘤 
释 氮 胸 苷 azidothymine(AZT) HIV 逆转 录 酶 艾滋 病 治 疗 
利 托 那 韦 ritonavir HIV 和 蛋白酶 艾滋 病 治 疗 
万 区 可 viagra cGMP 磷酸 二 酯 酶 -5 勃起 功能 障碍 (ED) 


抑制 剂 能 够 以 不 同 的 方式 作用 于 酶 ,而 酶 动力 学 是 区 分 各 种 作用 方式 的 主要 手段 。 

根据 抑制 方式 , 酶 的 抑制 剂 可 分 为 可 道 性 抑制 剂 (reversible inhibitor) 和 不 可 逆 性 抑制 剂 
(irreversible inhibitor)。 前 者 以 次 级 键 与 酶 可 逆 结 合 ,这 些 键 形成 得 快 ,断裂 得 也 快 ,结果 是 抑制 作用 的 
效果 来 得 快 ,但 并 不 能 使 酶 永久 性 失 活 ,使 用 透析 或 超 滤 就 可 去 除 它们 ,让 酶 恢复 活性 ;后 者 也 称 为 酶 
灭 活 剂 (inactivator), 它 们 以 强 的 化 学 键 (通常 是 共 价 键 ) 与 酶 不 可 着 结 合 ,结合 一 个 , 灭 活 一 个 ,导致 酶 
的 有 效 浓度 降低 , 酶 一 旦 失 活 就 不 可 逆转 。 如 果 想 恢复 酶 的 活性 ,唯一 的 手段 只 能 补充 新 酶 。 与 可 道 
性 抑制 剂 不 同 的 是 ,不 可 逆 性 抑制 剂 需要 更 长 的 时 间 与 酶 起 反应 ,因为 共 价 键 形成 较 慢 。 因 此 ,不 可 
逆 性 抑制 剂 通常 表现 出 对 时 间 的 依赖 性 , 即 抑制 的 效果 随 着 与 酶 接触 时 间 的 延长 而 增强 。 
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矿 胺 


9-9 ”细菌 的 二 氢 叶 酸 合 
成 酶 的 正常 底 物 和 竞争 性 抑 
制剂 的 化 学 结构 


EI + S 一 -一 无 反应 


侠 9-12 竞争 性 抑制 剂 与 


酶 结合 的 反应 式 
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一 、 可 逆 性 抑制 剂 

可 逆 性 抑制 剂 又 分 为 竞争 性 抑制 剂 (competitive inhibitor)、 非 竞争 性 抑制 剂 (non-competitive 
inhibitor) 和 反 竞 争 性 抑制 剂 (uncompetitive inhibitor)。 

(一 ) 竞争 性 抑制 剂 

竞争 性 抑制 剂 有 两 类 :一 类 与 底 物 在 化 学 结构 和 分 子 形状 上 具有 很 强 的 相似 性 ,所 以 也 能 结合 到 
酶 的 活性 中 心 ,而 导致 底 物 无 法 结合 。 然 而 ,抑制 剂 和 底 物 毕竟 有 所 不 同 , 结 合 到 活性 中 心 的 抑制 剂 
并 不 能 被 酶 转化 为 产物 。 实 际 上 ,它们 仅仅 是 占据 酶 的 活性 中 心 , 因 此 ,这 一 类 竞争 性 抑制 剂 和 底 物 
在 活性 中 心 是 相互 排斥 的 ,两 者 不 能 同时 与 活性 中 心 结合 , 即 与 活性 中 心 的 结合 存在 着 竞争 。 第 二 类 
竞争 性 抑制 剂 在 化 学 结构 和 分 子 形状 上 与 底 物 无 相似 之 处 ,因此 并 不 在 活性 中 心 与 酶 结合 ,而 是 在 活 
ee 心 以 外 的 地 方 结合 。 然 而 ,它们 一 旦 结合 上 去 , 酶 的 构象 就 发 生变 化 ,从 而 导致 活性 中 心 不 能 再 

合 底 物 。 同 样 , 如 果 底 物 先 与 活性 中 心 结合 ,就 会 导致 抑制 剂 结合 部 位 的 构象 发 生变 化 ,致使 抑制 
剂 无 法 再 与 酶 结合 。 因 此 ,这 一 类 竞争 性 抑制 剂 与 底 物 在 和 酶 结合 这 一 点 上 也 是 相互 排斥 的 。 

作为 竞争 性 抑制 剂 两 个 最 典型 的 例子 ,一 个 是 磺胺 (sulfanilamide) 类 药物 (图 9-9), 另 一 个 是 两 二 
酸 ( 图 9-10)。 前 者 是 对 氨基 葵 甲 酸 (para-aminobenzoic acid,PABA) 的 类 似 物 ,能 竞争 性 抑制 细菌 内 以 
PABP 为 底 物 的 一 系列 酶 (如 二 氧 叶酸 合成 酶 ) 的 活性 ,从 而 阻止 PABA 作为 原料 合成 细菌 所 需要 的 叶 
酸 ,进而 抑制 细菌 核 苷 酸 和 核酸 的 合成 ,起 到 抗菌 作用 ;后 者 是 琥珀 酸 的 类 似 物 ,能 竞争 性 抑制 琥珀 酸 
脱氧 酶 的 活性 ,从 而 阻 断 三 羧 酸 循环 。 


人 -ooc COO 
垢 酸 脱 氢 酶 
9 _ 瑟 本 腊 所 了 9 RE -天 反应 
CH， ErC~coo- COO- 
COO- 两 二 酸 
王 珀 酸 反 十 烯 二 本 


四 9- 10 琥珀 酸 脱 氢 酶 的 正常 底 物 和 竞争 性 抑制 剂 


既然 任何 一 种 抑制 剂 都 能 够 减 慢 反应 速率 ,那么 ,在 它们 作用 于 酶 以 后 ,必然 会 改变 酶 的 动力 学 
行为 。 不 同类 型 的 抑制 剂 影响 的 效果 不 一 定 相同 , 借 此 可 以 区 分 抑制 剂 的 类 型 。 

研究 抑制 剂 作用 动力 学 的 一 种 途径 是 ,测定 在 有 和 无 抑制 剂 的 条 件 下 的 酶 促 反 应 速率 。 如 图 9-11 
所 示 ,就 竞争 性 抑制 剂 而 言 ,在 底 物 浓度 较 低 的 时 候 , 抑 制剂 能 显著 地 降低 反应 速率 ,但 如 果 底 物 浓度 
非常 高 ,速率 改变 得 就 不 明显 。 









- 短 - 下 me 
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在 有 竞争 性 抑制 剂 存在 的 情况 下 , 酶 既 能 与 抑制 剂 结合 形成 酶 抑制 剂 复合 物 (EUD, 也 能 与 底 物 结 
合 形成 酶 与 底 物 复合 物 (ES) (图 9-12)。 这 两 种 结合 反应 都 是 非常 快 的 ,而 且 也 是 可 逆 的 ,它们 之 间 存 
在 着 平衡 。 毫 无 疑问 ,平衡 的 位 置 取决 于 底 物 与 抑制 剂 之 间 的 浓度 差 :在 抑制 剂 浓度 非常 高 的 情况 下 ， 
几乎 所 有 的 酶 分 子 都 与 抑制 剂 形成 FI, 无 游离 的 酶 分 子 与 底 物 形成 ES, 这 时 酶 活性 差不多 完全 被 抑 


制 ; 相 反 ,在 底 物 浓度 非常 高 的 条 件 下 ,几乎 所 有 的 酶 分 子 与 底 物 形成 ES ,无 游离 的 酶 分 子 与 抑制 剂 形 
成 EI, 这 时 抑制 剂 在 与 底 物 的 竞争 中 “一败涂地 ”。 
采用 稳 态 近似 法 ,很 容易 推导 出 在 有 竞争 性 抑制 剂 情况 下 的 米 氏 方程 : 


-下 (zz 引 
aK.+[S] [EI] 有 Ai 











方程 中 的 大 为 本 与 制剂 的 解 再 党 数 ,o=| + 中 。 当 没有 抑制 剂 的 时 候 ,x 为 1。 


根据 上 述 修改 后 的 米 氏 方程 ,容易 得 出 :在 有 抑制 剂 的 时 候 , 酶 与 底 物 的 表 观 天 , 值 提高 " 倍 , 其 
大 小 与 抑制 剂 的 浓度 有 关 , 但 反应 的 凡 s 不 变 。 显 然 ,在 存在 抑制 剂 的 情况 下 , 某 些 酶 分 子 以 自由 的 
形式 存在 , 某 些 与 抑制 剂 形成 EI。 前 者 与 底 物 以 正常 的 亲和力 结合 ,后 者 与 底 物 的 亲和力 为 零 , 即 完 
全 不 能 与 底 物 结合 。 及 , 反映 的 是 反应 混合 物 内 酶 与 底 物 的 总 的 亲和力 ,因此 ,在 有 抑制 剂 的 时 候 , 酶 
与 底 物 的 亲和力 应 该 下 降 , 即 表 观 及 值 提高 

se 是 在 非常 高 的 底 物 浓度 下 的 反应 速率 。 在 非常 
争 对 手 ”, 这 时 候 的 反应 速率 同样 可 以 达到 原来 的 最 大 值 。 

在 不 同 的 抑制 剂 浓度 下 ,进行 双 倒数 作 图 ,可 以 清楚 地 显示 出 竞争 性 抑制 剂 不 能 改变 及 
低 酶 与 底 物 的 总 的 亲和力 , 即 提高 表 观 KR,。 抑 制剂 浓度 越 高 , 表 观 及 提高 得 越 大 [ 

(二 ) 非 竞争 性 抑制 剂 

非 竞争 性 抑制 剂 在 活性 中 心 以 外 与 酶 结合 ,并 改变 活性 中 心 的 构象 ,这 一 点 似乎 和 与 底 物 结构 无 
相似 性 的 竞争 性 抑制 剂 很 像 ,但 是 , 非 竞争 性 抑制 剂 并 不 阻止 底 物 在 活性 中 心 与 酶 结合 ,只 阻止 底 物 
转变 成 产物 。 

既然 非 竞争 性 抑制 剂 和 底 物 能 够 同时 与 酶 结合 形成 酶 - 底 物 -抑制 剂 三 元 复合 物 (EIS)( 图 9-13)， 
这 就 意味 着 抑制 剂 在 高 浓度 或 低 浓度 底 物 下 能 够 等 效 地 发 挥 抑 制作 用 。 虽 然 有 两 条 形成 酶 -抑制 剂 - 
底 物 三 元 复合 物 FIS 的 途径 ,但 是 最 后 的 结果 是 一 样 的 ,都 是 形成 无 活性 的 复合 物 。 采 用 稳 态 近似 法 ， 
也 容易 推导 出 在 有 非 竞争 性 抑制 剂 情况 下 的 米 氏 方程 : 


高 的 底 物 浓度 下 ,抑制 剂 根本 不 是 底 物 的 “ 竞 


,但 能 降 
见 图 9-11(2) ]。 








se 
[S]j+K。 [| 
有 AI 


曲线 作 图 和 双 倒 数 作 图 的 结果 参看 图 9-14。 作 图 结果 显示 ,典型 的 非 竞争 性 抑制 剂 不 影响 酶 与 
底 物 的 亲和力 ,也 就 不 改变 酶 的 K.。 但 这 样 的 非 竞争 性 抑制 剂 较为 少见 ,更 多 的 是 会 降低 酶 与 底 物 的 
亲和力 ,从 而 导致 瓜 升 高 。 鉴 于 后 者 同时 具有 竞争 性 和 非 竞争 性 的 部 分 性 质 ,这 样 的 非 竞 争 性 抑制 
剂 又 称 为 混合 型 抑制 剂 (mixed inhibitor)。 







一 
-IJK。 
的 区 > 届 





不 论 是 典型 的 非 竞 争 性 抑制 剂 ,还 是 混合 型 抑制 剂 , 它 们 在 任何 底 物 浓度 下 都 有 抑制 作用 ,因此 
都 会 降低 凡 。。 
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EI 二 咏 


9-13 非 竞争 性 抑制 剂 
酶 结合 的 反应 式 
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个 9-15 反 竞 争 性 抑制 剂 
与 酶 结合 的 反应 式 


产物 抑制 与 过 量 底 物 
抑制 


不 可 逆 抑 制剂 抑制 
的 动力 学 性 质 与 哪 一 种 可 逆 
性 抑制 剂 相似 ? 哪 一 种 不 可 
逆 性 抑制 剂 作 用 的 特异 性 
最 低 ? 
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(三 ) 反 竞争 性 抑制 刘 

这 是 一 类 只 能 与 酶 和 底 物 复合 物 (ES) 结 合 ,但 不 能 与 游离 的 栈 结 合 的 抑制 剂 。 一 且 与 ES 结合 ， 
就 导致 与 活性 中 心 结合 的 底 物 不 再 能 够 转变 为 产物 (图 9-15)。 反 竞争 性 抑制 剂 之 所 以 只 能 与 ES 
结合 ,可 能 是 因为 底 物 本 身 让 接 参 与 抑制 剂 的 结合 ,也 可 能 是 因为 与 底 物 结合 将 导致 原来 不 能 结合 抑 
制剂 的 位 点 构象 发 生 改 变 ,转变 成 能 够 结合 抑制 剂 的 构象 。 抑 制剂 抑制 的 机 理 可 能 是 因为 它 的 直接 
作用 ,也 可 能 是 因为 其 结合 导致 活性 中 心 的 构象 发 生 了 变化 。 

反 竞争 性 抑制 剂 的 存在 可 能 只 有 理论 上 的 可 能 ,因为 迄今 为 止 ,还 没有 文献 报道 过 现实 中 有 哪 一 
种 酶 受到 一 种 反 竞 争 性 抑制 剂 的 作用 ,因此 ,有 关 它们 的 描述 仅 有 理论 上 的 价值 。 由 于 反 竞争 性 抑制 
剂 只 能 与 ES 结合 ,因此 在 底 物 浓度 很 低 的 时 候 , 酶 几乎 都 处 于 游离 的 状态 ,其 抑制 作用 可 以 说 是 微 平 
其 微 。 而 如 果 底 物 波 度 很 高 ,大 多 数 酶 就 处 于 ES 状态 ,这 时 候 抑制 剂 是 有 效 的 。 

同样 ,使 用 稳 态 近似 法 可 推导 出 在 有 反 竞争 性 抑制 剂 时 的 米 氏 方程 : 

[s] 5 汪 


下 本 


其 曲线 作 图 和 双 倒 数 作 图 结果 如 图 9-16, 图 中 的 结果 显示 , 反 竞 争 性 抑制 剂 的 存在 能 降低 酶 的 表 
观 玉 。RK 的 降低 有 点 出 乎 意料 ,对 此 的 解释 是 :抑制 剂 能 有 效 地 与 ES 结合 ,形成 EIS 三 元 复合 物 ,从 
而 减少 了 ES 浓度 。 根 据 化 学 平衡 理论 ,这 相当 于 把 酶 与 底 物 结 合 反 应 的 平衡 拉 向 右边 , 即 有 利于 酶 








与 底 物 的 结合 ,从 而 导致 酶 与 底 物 结合 的 亲和力 的 增加 , 即 表 观 K, 降低 。 


(1) 









0 GHG/ ET] 
及 /CGI]) 
[S] 
Ka/(I+HKRIILI]) 天 。 -(+HE7 [TI]DK 


伟 9-16， 反 竞争 性 抑制 的 正常 作 图 和 双 倒 数 作 图 


1/[S] 


大 量 底 物 的 存在 并 不 能 “压倒 ”抑制 剂 ,反而 有 利于 抑制 剂 与 ES 的 结合 ,从 而 抑制 酶 促 反 应 ,因此 
反 竞 争 性 抑制 剂 会 降低 所.。 以 上 介绍 的 抑制 剂 都 是 来 自 于 一 个 酶 促 反 应 体系 之 外 。 事 实 上 ,有 时 一 
个 酶 促 反应 体系 内 的 物质 也 可 能 对 酶 的 活性 产生 抑制 ,如 产物 抑制 (produet inhibition) 和 过 量 底 物 抑 


制 (excess substrate inhibition)。 


二 、 不 可 逆 性 抑制 剂 

不 可 道 性 抑制 剂 可 分 为 4 类 , 即 基 团 特异 性 抑制 剂 (group specific reagent) 底 物 类 似 物 (substrate 
analogue) 抑制 剂 . 过 渡 态 类 似 物 抑 制剂 和 自杀 型 抑制 剂 (suicide inhibitor)。 

(一 ) 基 团 特异 性 抑制 剂 

这 一 类 抑制 剂 在 结构 上 与 底 物 无 相似 之 处 ,但 能 共 价 修饰 酶 活性 中 心 上 的 必需 侧 链 基 团 而 导致 酶 
活性 不 可 逆 的 失 活 。 由 于 许多 氨基 酸 残 基 含 有 亲 核 侧 链 基 团 ,因而 充当 基 团 特异 性 抑制 剂 的 一 般 是 亲 
电 试剂 。 常 见 的 例子 有 :有 机 磷 化 合 物 (organophosphorou)、 碘 代 乙 酸 (iodoacetamide) 和 环 氧化 物 等 ,其 中 
有 机 磷 化 合 物 包 括 甲 基 氟 磷酸 异 丙 酯 (sarin, 沙 林 ) 和 二 异 丙 基 氟 磷 酸 (diisopropylfluorophosphate,DIPF)。 

DIPF 是 最 典型 的 一 例 , 它 能 够 修饰 多 种 酶 活性 中 心 上 的 Ser 残 基 的 羟基 ,例如 胰 凝 乳 蛋白 酶 和 乙酰 
胆 碱 酯 酶 (acetylecholinesteras), 从 而 导致 这 些 酶 活性 的 丧失 。 胰 凝 乳 蛋白 酶 的 Ser195 残 基 受 到 DIPF 
的 修饰 后 并 失 活 (图 9-17), 乙 酰 胆 碱 酯 酶 活性 中 心 上 的 Ser 受到 沙 林 毒 气 的 修饰 后 同样 失 活 。 
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ER 人 于 二 胡 呈 本 项 和 各 
| /7CHa HEF 人 /CH ”经 递 质 乙 酰 胆 碱 (acetylcholine) 
办 的 代谢 让 人 (水解 其 成 为 朋 
和 乙酸 ) 起 重要 作用 ,因此 它 
的 抑制 将 导致 乙酰 胆 碱 的 积 
累 ,以致 肌 肉 过 分 收缩 ,导致 
1 肌肉 痉 率 。 死 亡 可 能 因为 只 
痉挛 而 随时 发 生 。1995 年 3 月 20 日 ,日 本 “ 奥 姆 真理 教 ”Aum Shinrikyo) 的 一 名 丽 怖 分 子 在 东京 的 5 
个 地 铁 站 里 放置 沙 林 ,结果 造成 12 人 死亡 以 及 5 千 多 人 受伤 。 此 次 沙 林 毒气 案 , 是 世界 上 首次 出 现 
利用 化 学 武器 进行 的 恺 怖 活动 。 针 对 有 机 磷 中 毒 者 的 解毒 是 有 可 能 的 。 这 需要 使 用 亲 核 性 更 强 
的 试剂 (如 解 磷 定 一 一 2- 甲醛 肝 吡 啶 碘 甲 烷 盐 ), 使 被 共 价 修饰 的 Ser 残 基 的 侧 链 羟基 恢复 自由 。 碘 代 
乙酸 能 修饰 多 种 酶 (如 3- 磷酸 甘油 醛 脱氧 酶 ) 活性 中 心 上 的 琉 基 ,从 而 导致 这 些 酶 活性 被 完全 抑制 。 
(二 ) 底 物 类 似 物 抑制 剂 
这 一 类 抑制 剂 在 结构 上 分 为 两 个 部 分 :一 个 部 分 类 似 于 底 物 ,抑制 剂 正 是 通过 这 个 部 位 " 骗 过 ” 
酶 分 子 , 结 合 到 活性 中 心 ,锁定 抑制 的 对 象 ; 另 外 一 个 部 分 含有 反应 性 基 团 ,在 抑制 剂 进入 活性 中 心 以 
后 ,可 以 不 可 逆 地 修饰 上 面 的 必需 基 团 ,导致 酶 活性 的 丧失 。 
这 一 类 抑制 剂 与 竞争 性 抑制 剂 的 差别 在 于 后 者 缺乏 反应 性 基 团 。 在 酶 作用 机 理 的 研究 中 ,巧妙 
地 利用 这 一 类 抑制 剂 可 以 对 酶 分 子 的 活性 中 心 进行 亲 和 标 记 (affinity label), 以 确定 反应 的 必需 基 团 。 
人 人 IN 0 ketone,TPCK) 为 胰 凝 乳 和 蛋白酶 
的 底 物 类 似 物 ,在 与 胰 凝 乳 
蛋白 酶 的 活性 中 心 结合 
后 , 便 共 价 修饰 其 中 的 His 
残 基 , 导致 酶 活性 的 抑制 
(图 9-18); 再 如 ,甲苯 磺 酰 赖 
TPCK 氮 酰 氯 甲 酮 (tosyl-L-lysine 
| chloromethyl ketone,TLCK) 
为 胰 和 蛋白 酶 的 底 物 类 似 物 ， 
在 与 胰 和 蛋白 酶 的 活性 中 心 
NO 结合 以 后 , 共 价 修饰 活性 中 
人 了 六 cl 心 的 His 残 基 , 导 致 酶 活性 
吉 的 丧失 。 还 有 ,磷酸 省 丙酮 
TPCK (bromoacetol phosphate) 是 磷 
酸 丙 糖 异 构 酶 的 底 物 磷 酸 二 
站 开 和 向 全 让 和 和 仆 机 和 人 人生 全 人 信访 产 丙 酮 的 类 似 物 , 它 与 磷酸 
两 糖 异 构 酶 的 活性 中 心 结 合 
Br 以 后 ,会 共 价 修饰 活性 中 心 
2 RS 的 Glu, 致 使 酶 活性 受到 抑 
b 制 (图 9_19). 
RN (三 ) 过 渡 态 类 似 物 抑 
制剂 
这 一 类 抑制 剂 与 酶 促 反 
应 的 过 渡 态 极为 相似 ,它们 
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9-19 ”磷酸 溴 丙酮 对 磷酸 丙 糖 异 构 酶 活性 中 心 Glu 的 亲 和 标 记 
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为 什么 过 渡 态 类 似 
物 抑制 剂 和 自杀 型 抑制 剂 是 
制药 公司 作为 药物 筛选 的 
首选 ? 
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在 化 学 结构 和 分 子 形状 上 与 酶 的 活性 中 心 十 分 般配 ,能 够 以 极 高 的 亲和力 与 活性 中 心 结 合 , 从 而 导致 
底 物 无 法 进入 而 使 得 酶 活性 受到 不 可 逆 性 抑制 (参看 第 十 章 “ 酶 的 催化 机 理 ”)。 有 些 生 物 使 用 天 然 的 
过 渡 态 类 似 物 来 抑制 酶 的 活性 。 例 如 ,胰腺 细胞 里 有 一 种 胰 和 蛋白酶 的 过 渡 态 类 似 物 叫 胰 胰 和 蛋白酶 抑 
制剂 (pancreatic trypsin inhibitor,PTD), 它 的 功能 就 是 抑制 在 胰腺 细胞 内 提前 激活 的 胰 蛋 白 酶 的 活性 ， 
保护 细胞 ,防止 细胞 发 生 自 溶 (参看 第 十 二 章 “ 酶 活性 的 调节 ”)。 

(四 ) 自杀 型 抑制 剂 

自杀 型 抑制 剂 是 受 酶 本 身 来 激活 的 不 可 逆 性 抑制 剂 。 这 类 抑制 剂 与 第 二 类 不 可 逆 性 抑制 剂 有 点 
类 似 , 但 差别 在 于 其 反应 性 基 团 是 潜在 的 。 只 有 在 与 酶 结合 以 后 ,反应 性 基 团 才 会 受到 酶 的 催化 而 激 
活 , 转 而 修饰 酶 的 必需 基 团 并 导致 酶 活性 的 丧失 。 由 于 它们 依赖 于 酶 正常 的 催化 机 理 来 导致 酶 的 失 
活 ,因此 被 称 为 机 理 型 抑制 剂 (mechanism-based inhibitor); 又 由 于 它们 “冒充 ” 底 物 与 酶 结合 并 受到 酶 
的 激活 而 抑制 酶 活性 ,因此 又 被 称 为 特洛伊 木马 (trojan horse) 抑制 剂 ; 还 由 于 它们 是 依赖 于 酶 的 催化 
而 激活 ,因此 还 被 称 为 皮 。 抑制 剂 。 

此 类 抑制 剂 具有 3 个 重要 的 特征 :四 没有 酶 ,无 化 学 活性 ;@) 必 须 受 到 靶 酶 的 激活 ;G@@ 与 酶 反应 的 
速率 快 于 它 与 酶 解 离 的 速率 。 

以 N,N- 二 甲 基 烽 丙胺 (CNV,V-dimethylpropargylamine,DMPA) 为 例 , 它 作为 单 胺 氧化 酶 
(monoamineoxidase,MAO) 的 自杀 型 抑制 剂 ,在 与 酶 结合 以 后 被 氧化 , 反 过 来 共 价 修饰 酶 的 黄 素 辅 基 (Ns 
的 烷 基 化 ), 导 致 酶 活性 的 不 可 逆 抑 制 ( 图 9-20)。 由 于 MAO 在 体内 能 催化 多 巴 胺 (dopamine) 和 血清 
素 (serotonin) 等 神经 递 质 的 脱 氨 , 促 进 它们 在 脑 内 水 平 的 下 降 , 而 帕 金 森 病 和 抑郁 症 分 别 与 低 水 平 多 
巴 胺 和 血清 素 有 关 , 因 此 可 以 使 用 DMPA 来 提高 多 巴 腕 和 血清 素 的 水 平 ,从 而 达到 治疗 这 两 种 疾病 的 
目的 。 


H3C N MY 
江 工 NH 
HaC N 


互 
7 
HOC=C 一 必 一 及 





ECs=C 一 CS 
人 Na Na 
N,N- 二 甲 基 亿 丙 胺 烷 基 化 上 - = 于- 
| 1 
HaC N N20 N 
江 工 站 区 
NH 
H3C N 
册 oo 
和 也 5 Sa CN(CCH)， 
] 了 
起 瑟 
HSN(CHDi 
失 活 酶 分 子 上 被 稳 
定 修饰 的 黄 素 辅 基 


9-20 N,N- 二 甲 基 抉 丙胺 对 单 胺 氧化 酶 的 自杀 型 抑制 





第 四 节 ”多 底 物 反 应 动力 学 


现实 中 的 单 底 物 /单产 物 反 应 实 为 罕见 ,更 多 的 是 双 底 物 / 双 产 物 反 应 ,三 底 物 / 三 产物 反应 也 很 
普遍 ,偶尔 还 有 四 底 物 反应 

底 物 和 产物 数目 的 增加 并 不 意味 着 应 应 用 在 单 底 物 /单产 物 反 应 中 的 动力 学 分 析 方 法 就 淘汰 了 。 
实际 上 , 酶 学 研究 者 在 研究 多 底 物 反应 时 ,照样 可 以 很 好 地 利用 在 单 底 物 反应 中 使 用 的 方法 ,只 需要 
改变 其 中 的 一 种 底 物 的 浓度 ,而 保持 其 他 底 物 浓度 的 恒定 。 但 若 全 然 不 顾 其 他 底 物 对 反应 的 影响 ,就 
会 遗漏 掉 多 底 物 酶 特有 的 一 些 有 价值 的 信息 。 





一 、 多 底 物 反应 中 的 一 些 专门 术语 

多 底 物 动力 学 比 单 底 物 动 力学 要 复杂 ,需要 用 更 多 的 术语 来 进行 描述 。 

首先 , 底 物 和 产物 越 多 ,需要 代表 它们 的 符号 就 越 多 。 通 常 使 用 A、B、C 和 D 代表 不 同 的 底 物 ,P、 
Q、R 和 S$S 代表 不 同 的 产物 。 底 物 和 产物 的 数目 分 别 用 Uni、Bi、Ter 和 Quad 代表 1.2.3 和 4。 例 如 , 单 
底 物 /三 产物 反应 可 表示 为 “Uni-Ter"”。 有 时 可 以 用 反应 性 (reactancy) 来 表示 底 物 或 产物 的 多 少 :一 

个 反应 的 反应 性 被 定义 为 沿 着 一 个 特定 的 方向 发 生 反应 的 底 物 数目 。 以 一 个 Bi-Ter 反应 为 例 , 其 正 
反应 的 反应 性 为 2, 逆反 应 的 反应 性 为 3。 其 次 ,在 多 底 物 反应 中 , 酶 有 多 种 形式 ,这 也 需要 更 多 的 字 
母 符号 来 表示 。 用 来 表示 酶 的 符号 有 了 上 、F 和 G, 其 中 下 总 是 表示 游离 的 酶 。 至 于 涉及 的 抑制 剂 一 般 
使 用 I 和 了 丁 表 示 。 

至 于 酶 和 底 物 或 酶 和 产物 形成 的 复合 物 仍旧 使 用 过 渡 态 复合 物 (transitory complex) 的 名 称 ,因为 
它们 存留 的 时 间 很 短 ,要么 重新 解 离 , 要 么 经 历 共 价 变化 ,从 而 导致 底 物 转变 为 产物 或 产物 转变 为 底 
物 。 然 而 ,在 多 底 物 反应 中 ,会 产生 多 种 类 型 的 过 滤 态 复合 物 。 以 Bi-Bi 反应 为 例 , 有 3 种 可 能 的 酶 底 
物 复合 物 一 一 EA、EB、EAB 和 3 种 可 能 的 酶 产物 复合 物 一 EPEQ、EPQ。 此 外 , 某 些 酶 促 反 应 还 可 能 
形成 酶 - 底 物 - 产物 的 三 元 复合 物 , 如 EAP 和 了 EBQ。 

在 单 底 物 反应 系统 中 , 酶 的 活性 中 心 一 旦 有 一 个 底 物 分 子 结合 上 去 ,就 能 发 生 反应 ,根本 没有 另 
一 个 底 物 分 子 .产物 或 抑制 剂 结合 的 空间 ; 而 在 多 底 物 反应 中 , 酶 能 同时 结合 多 个 底 物 。 显 然 ,一 个 底 
物 分 子 不 能 完全 填 满 活性 中 心 。 中 心 复合 物 (central complex) 专 指 活性 中 心 被 底 物 或 产物 完全 填 满 的 
过 渡 态 复合 物 (通常 用 括号 以 示 区 别 ), 像 Bi-Bi 反应 中 的 EAB 和 EPQ 就 属于 中 心 复合 物 ,而 EA、EB、 
EP 和 EQ 则 不 属于 。 


二 、 多 底 物 反应 的 动力 学 机 制 
一 个 多 底 物 酶 的 动力 学 机 制 仅仅 是 指 底 物 与 酶 结合 的 次 序 和 产物 从 酶 释放 的 次 序 , 它 不 应 该 与 

酶 和 底 物 相互 作用 的 化 学 反应 机 制 混为一谈 。 一 般 而 言 ,动力 学 机 制 可 以 分 为 序列 机 制 (sequential 
mechanism) 和 乒乓 机 制 (ping-pong mechanism)。 

在 研究 一 个 多 底 物 反应 的 时 候 , 只 需 将 其 中 一 种 底 物 的 浓度 固定 ,就 完全 可 以 按照 一 个 单 底 物 反 
应 来 处 理 , 预 期 的 结果 会 和 单 底 物 反应 系统 相同 ,相关 的 动力 学 常数 同样 可 以 计算 出 来 。 如 果 改 变 浓 
度 固定 的 底 物 的 浓度 , 即 让 它 在 不 同 的 固定 浓度 下 ,重复 实验 步骤 ,测定 浓度 可 变 的 底 物 与 酶 反应 速 
率 的 关系 ,可 以 观察 到 酶 促 反 应 速率 会 改变 。 固 定 底 物 的 浓度 越 高 ,反应 速率 就 越 高 。 于 是 ,每 一 个 
固定 的 底 物 浓度 ,就 可 以 得 到 一 组 动力 学 数据 。 使 用 任意 一 种 作 图 法 ,可 以 得 到 一 系列 曲线 ,由 此 可 
计算 出 与 浓度 变化 的 底 物 有 关 的 动力 学 常数 。 而 根据 反应 的 动力 学 行为 ,区 分 序列 反应 和 乒乓 反应 
是 完全 可 能 的 。 


多 底 物 反应 的 动力 学 
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9-21 典型 的 别 构 酶 催 
化 的 反应 速率 与 底 物 浓 度 的 
关系 曲线 


为 什么 细胞 内 别 构 
酶 的 底 物 浓度 通常 在 对 应 于 
S 形 曲 线 最 陡 的 点 附近 ? 
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第 五 他 ” 别 构 酶 的 动力 学 


以 上 所 有 关于 酶 动力 学 的 讨论 都 是 基于 米 氏 方程 ,所 涉及 的 酶 促 反应 速率 对 底 物 浓度 的 作 图 
都 星 双 曲线 。 然 而 ,生物 体内 还 有 另 一 类 酶 偏离 米 氏 动力 学 ,这 一 类 酶 属于 所 谓 的 别 构 酶 (allosteric 
enzyme), 它 们 的 一 些 性 质 与 非 酶 的 别 构 蛋 白 ( 如 血红 蛋白) 相似 。 


一 、 别 构 酶 的 性 质 
一 种 典型 的 别 构 酶 具有 以 下 性 质 : 
反应 速率 - 底 物 浓度 曲线 一 般 为 S 形 

S 形 曲线 与 双 曲 线 最 重要 的 区 别 是 :在 底 物 浓 度 本 来 就 不 高 的 情况 下 ,提高 底 物 浓度 只 能 引起 反 
应 速率 幅度 极 小 的 增加 ,这 时 候 曲 线 的 斜率 很 低 ; 在 稍 高 的 底 物 浓度 下 (图 9-21 中 大 于 05 单位), 底 
物 浓度 的 增加 会 导致 反应 速率 的 急剧 升 高 ,这 时 的 曲线 斜率 较 高 ;在 底 物 浓度 很 高 的 情况 下 ,曲线 平 
组 ,实际 上 已 接近 双 曲 线 , 反 应 速率 趋 于 了 

S 形 曲线 显示 了 底 物 与 酶 结合 的 正 协同 性 。 在 底 物 浓度 很 低 的 时 候 ,只 有 少数 酶 活性 中 心 与 底 物 

合 ,这 时 底 物 与 酶 的 亲 和 性 很 低 ,提高 底 物 浓度 也 只 能 导致 反应 速率 很 小 的 增加 。 然 而 , 随 着 更 多 

的 相生 合 , 正 协同 效应 开始 起 作用 ,致使 酶 与 底 物 的 亲 和 性 大 增 ,反应 速率 随 之 猛 升 。 当 底 物 
浓度 提高 到 一 定 水 平 的 时 候 , 别 构 酶 就 像 双 曲线 酶 一 样 被 底 物 侈 和 ,速率 接近 只 。。 

然而 ,并 不 是 所 有 的 别 构 酶 的 反应 速率 对 底 物 浓度 作 图 总 是 S 形 曲线 。 像 一 些 多 底 物 酶 ,也 许 对 
某 一 种 底 物 表现 正 协同 性 ,但 对 其 他 底 物 无 正 协同 性 。 显 然 ,这 类 别 构 酶 的 反应 速率 并 非 对 所 有 底 物 
的 浓度 作 图 都 表现 为 $ 形 曲线 。 此 外 , 某 些 别 构 酶 对 底 物 表现 的 是 负 协 同性 ,这 种 情形 下 的 速率 对 底 
物 浓度 的 作 图 也 不 是 S 形 曲线 。 

2 具有 别 构 效应 物 

别 构 酶 除了 含有 活性 中 心 以 外 ,还 有 别 构 中 心 。 这 是 别 构 酶 名 称 的 由 来 ,也 是 判断 一 种 酶 是 不 
是 别 构 酶 的 主要 标准 。 别 构 中 心 是 指 底 物 以 外 的 分 子 结合 的 位 点 ,这 些 分 子 被 统称 为 别 构 效应 物 
(allosterie effector)。 其 中 起 激活 酶 活性 的 物质 称 为 别 构 激 活 剂 (allosterie activator), 相 反 , 起 抑制 作用 
的 称 为 别 构 抑 制剂 。 通 过 别 构 效应 物 调节 酶 活性 是 细胞 代谢 调控 的 重要 手段 之 一 ,而 别 构 效 应 物 的 
存在 可 以 改变 一 个 典型 的 对 底 物 呈 正 协同 性 别 构 酶 的 动力 学 行为 。 

人 ae Me 有 
的 条 件 下 ,其 反应 速率 对 底 物 浓度 的 曲线 ,中 央 曲 线 是 在 
没有 效应 物 存在 的 情况 下 得 到 的 , 它 是 一 个 典型 的 S 形 曲 
线 。 最 上 面 的 两 条 曲线 是 在 别 构 激 活 剂 存在 的 时 候 得 到 
的 ,可 见 激活 剂 可 以 提高 任何 底 物 浓度 下 的 反应 速率 。 最 
下 面 的 两 条 曲线 是 在 抑制 剂 存在 下 得 到 的 ,可 见 抑制 剂 可 
以 降低 任何 底 物 浓度 下 的 反应 速率 。 然 而 ,如 果 仔 细 比 较 
激活 剂 和 抑制 剂 对 S 形 曲线 走势 的 影响 ,就 会 发 现 ,抑制 
剂 加 强 曲 线 的 S 形 , 拉 长 S 形 曲线 的 “ 趾 部 ", 而 激活 剂 具 
有 相反 的 效果 。 事 实 上 ,在 高 水 平 的 激活 剂 存在 下 ,S 形 
曲线 会 转变 成 双 曲线 。 由 此 可 以 看 出 , 别 构 抑制 剂 能 增强 。 侠 9-22 激活 剂 或 抑制 齐 对 别 构 本 活性 的 影响 
酶 对 底 物 的 正 协同 性 ,而 激活 剂 则 削弱 酶 对 底 物 的 正 协同 性 。 

显然 ,上 图 的 所 有 曲线 都 趋向 同一 个 愉 。, 意 味 着 这 一 种 别 构 酶 的 别 构 效应 物 通过 改变 酶 与 底 物 
的 亲 和 性 , 即 K。 值 来 调节 酶 活性 。 这 样 的 系统 称 为 K 系统 (K_system)。 实际 上 ,还 有 一 类 别 构 酶 的 
抑制 剂 通过 改变 酶 的 内 。 而 起 作用 ,这 样 的 系统 称 为 V 系统 (V_system)。 
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3. 对 竞争 性 抑制 的 作用 表现 为 双 相 应 答 (biphasic response) 

除了 别 构 抑 制剂 以 外 , 别 构 酶 还 可 能 像 其 他 非 别 构 酶 一 样 受到 竞争 性 抑制 剂 的 作用 ,典型 的 竞争 
性 抑制 剂 是 通过 模拟 底 物 的 化 学 结构 起 作用 的 。 但 对 于 一 个 具有 正 底 物 协同 性 的 别 构 酶 来 说 ,如 果 
一 种 竞争 性 抑制 剂 在 结构 上 与 其 底 物 过 分 相似 ,这 种 抑制 剂 就 可 以 像 底 物 一 样 诱发 正 协同 效应 的 发 
生 。 在 这 样 的 情况 下 , 低 浓度 的 竞争 性 抑制 剂 能 够 提高 酶 与 底 物 的 结合 能 力 , 反 而 可 以 提高 反应 速率 
(似乎 作为 激活 剂 ) 而 高 浓度 的 抑制 剂 则 以 通常 的 方式 减 慢 反应 速率 。 这 样 的 竞争 性 抑制 剂 对 别 构 酶 
活性 的 双 面 影响 称 为 双 相 应 答 

4. 温和 变性 可 导致 别 构 效 应 的 丧失 

酶 的 变性 是 指 酶 三 维 结构 的 破坏 。 一 且 酶 变性 ,其 催化 活性 就 会 形 失 。 导 致 酶 变性 的 因素 就 是 
导致 蛋白 质变 性 的 因素 ,包括 热 、 极 端 pH 和 化 学 变性 剂 等 。 受 到 任何 一 种 变性 因素 的 温和 作用 , 别 构 
酶 通常 能 够 保持 催化 活性 ,但 其 别 构 性 质 和 底 物 协同 性 会 形 失 。 这 说 明 三 维 构象 对 酶 的 别 构 性 质 同 
样 重要 ,并 且 别 构 性 质 对 变性 剂 的 作用 似乎 更 为 敏感 。 

5. 通常 是 寡 聚 酶 

别 构 酶 与 别 构 蛋 白 具 有 一 个 共同 的 性 质 ,就 是 一 般 为 多 亚 基 蛋白 ,具有 四 级 结构 , 亚 基 之 间 以 次 
级 键 相连 。 到 目前 为 止 ,发 现 具有 别 构 效 应 的 单 体 酶 极为 少见 ,丙酮 酸 -UDP-N- 乙酰 葡 糖 胺 转移 酶 
(pyruvate-UDP-N-acetylglucosiamine transferase) 为 一 例 。 

寡 聚 别 构 酶 又 分 为 同 源 朝 聚 酶 和 异 源 寡 聚 酶 ,前 者 由 相同 的 亚 基 组 成 ,每 一 个 亚 基 既 有 活性 中 
心 ,又 有 别 构 中 心 ,后 者 由 不 同 的 亚 基 组 成 ,活性 中 心 和 别 构 中 心 分 属 不 同 的 亚 基 。 

多 亚 基 结构 对 底 物 结合 的 协同 性 的 产生 至 关 重 要 。 一 个 别 构 酶 会 含有 几 个 活性 中 心 ,其 最 简单 
的 布局 是 每 一 个 亚 基 含有 一 个 活性 中 心 ,每 一 个 活性 中 心 都 能 行使 相同 的 催化 功能 。 各 活性 中 心 的 
相互 作用 是 底 物 协同 性 产生 的 原因 。 对 于 一 个 典型 的 具有 正 底 物 协同 性 的 别 构 酶 来 说 ,一 个 底 物 分 
子 与 其 中 的 一 个 活性 中 心 的 结合 会 诱发 其 他 活性 中 心 的 构象 发 生变 化 ,致使 其 他 活性 中 心 更 容易 与 
底 物 结合 ; 而 一 个 具有 负 底 物 协同 性 的 别 构 酶 正好 相反 , 它 的 一 个 活性 中 心 与 底 物 结合 以 后 ,会 降低 
其 他 活性 中 心 与 底 物 的 亲和力 。 

亚 基 之 间 由 于 通过 次 级 键 结合 ,因此 既 容 易 解 离 ,又 容易 重新 聚合 。 于 是 ,一 个 别 构 酶 在 溶液 中 
有 完整 的 朝 聚 体 和 单 体 两 种 形式 , 且 两 者 处 于 动态 平衡 之 中 。 在 多 数 情况 下 , 单 体 可 能 无 催化 活性 。 
而 一 些 复杂 的 别 构 酶 在 完整 的 守 聚 体 和 单 体 之 间 还 存在 某 些 中 间 物 ,各 种 配 体 与 酶 的 结合 通常 会 改 
变 上 述 平衡 。 

6. 与 非 别 构 酶 相 比 , 别 构 酶 占 少数 。 

关于 别 构 机 理 请 参看 酶 活性 调节 。 


二 、S 形 曲线 和 Hill 方程 

既然 米 氏 方程 给 出 的 是 双 曲 线 , 它 就 不 再 适用 于 具有 底 物 协同 性 的 呈 S$ 形 曲线 的 别 构 酶 ,但 有 一 
个 与 米 氏 方程 关系 密切 的 Hil 方程 却 能 很 好 地 说 明 别 构 酶 的 动力 学 ,Hil 方程 是 : 

Te [8 

Hill 方程 与 米 氏 方程 实际 上 十 分 相似 ,而 它们 的 主要 差别 是 :首先 Hill 方程 中 的 底 物 浓度 [ S ] 被 
提高 到 刀 数 量 级 必 被 称 为 Hill 系数 ;其 次 ,方程 底部 的 常数 不 是 及 ,, 而 是 瑟 ,, 该 常数 也 被 提高 了 姑 数 
量 级 。Kos 与 及 十 分 相似 ,也 是 指 初 速率 为 最 大 速率 一 半 时 候 的 底 物 浓度 ,但 它 不 是 米 氏 方程 中 的 一 
部 分 ,因此 不 能 与 太 , 混为一谈 。 

Hil 系数 能 够 反映 底 物 协同 性 的 程度 :如 果 ji=1, 这 时 的 Hill 方程 就 是 米 氏 方程 ,也 就 意味 着 酶 无 
底 物 协同 性 ,速率 对 底 物 作 图 应 为 双 曲 线 ,Rs=KR; 如 果 ji>1, 酶 就 具有 正 底 物 协同 性 ,速率 对 底 物 浓度 
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有 协同 性 


加 入 别 构 激 活 剂 和 
别 构 抑 制剂 对 h 值 分 别 有 何 


影响 ? 


148 


作 图 呈 S$ 型 曲线 ;如 果 hn<1l, 则 意味 着 酶 具有 负 底 
物 协同 性 。 

图 9-23 显示 了 户 值 在 0.5 和 4 之 间 , 速 率 对 
底 物 浓度 的 作 图 结果 ,每 一 种 情况 下 酶 的 所。 都 为 
10 个 单位 ,Kos 为 4 个 单位 。 作 图 的 结果 表明 ,j=1 
时 的 曲线 是 标准 的 双 曲 线 ,hn=2 和 4 是 的 曲线 明显 
是 S 形 ,其 中 心 4 时 的 S 形 曲线 更 为 明显 ,这 意味 
着 随 着 刀 值 的 增加 , 酶 对 底 物 的 正 协同 性 将 提高 。 
/=0.5 的 曲线 显示 的 是 负 协 同性 ,尽管 形状 难以 
和 正常 的 双 曲 线 区 分 开 , 但 如 果 仔 细 比 较 , 就 会 
发 现 曲线 在 开始 的 时 候 升 得 很 快 。 此 外 ,图 中 所 
有 的 曲线 都 趋 于 相同 的 ,, 各 曲线 也 具有 相同 的 ” 侠 9-23 Hil 系 数 不 同 的 酶 反应 速率 与 底 物 浓度 的 关系 
有 us 值 。 as 
对 米 氏 方程 进行 双 倒 数 作 图 或 其 他 线性 作 图 法 得 到 的 是 直线 图 ,但 对 于 不 遵守 米 氏 方程 的 别 构 
酶 来 说 ,如 果 使 用 同样 的 线性 化 手段 ,就 得 不 到 直线 图 了 。 图 9-24 为 双 倒 数 和 Hanes 作 图 法 得 到 的 
结果 。 





双 倒 数 作 图 Hanes 作 图 


[S]/v 





9-24 Hill 系数 不 同 的 酶 的 双 倒数 作 图 和 Hanes 作 图 


三 、Hill 作 图 
虽然 原来 应 用 在 米 氏 方程 的 线性 化 手段 已 不 再 适用 于 Hill 方程 ,但 只 需 对 Hil 方程 稍 作 变换 , 仍 
然 可 以 得 到 线性 图 Re 


Hil 方程 可 以 重新 整理 为 :_”_- [S]- 
也 K05 


果 同 时 对 两 边 取 对 数 ,就 得 :lg ” -jlg[S]-)。 


max 一 亿 


D 如 














lg[w/(Faax 一 切 ] 


lg Kos。 再 以 1g “对 1g[S] 作 图 , 则 得 到 斜率 为 


人 


max 


/、 纵 截 距 为 -lg Kos、 横 截 距 为 lg Kos 的 直线 (图 
9-25), 这 种 作 图 法 就 是 Hill 作 图 法 。 

实际 上 ,在 作 图 的 时 候 , 浓 度 很 高 和 浓度 很 低 的 
点 通常 偏离 直线 ,中 央 部 分 应 该 是 直线 ,这 一 部 分 可 
用 做 计算 的 有 效 数 据 。 然 而 ,Hil 作 图 遇 到 的 难处 之 





9-25 Hill 作 图 


一 是 需要 事先 得 到 所 。, 目前 对 此 似乎 还 没有 很 好 的 解决 方法 。 如 果 将 米 氏 方程 线性 作 图 法 应 用 到 
Hill 方程 中 ,将 得 不 到 直线 。 但 倘若 用 [S】 代替 [ S ] 来 作 图 ,就 可 以 得 到 直线 ,可 太 也 是 需要 计算 的 ， 
使 用 这 样 的 方法 计算 太 。 也 还 是 不 可 能 的 ! 

有 一 种 方法 可 以 部 分 解决 上 述 问 题 : 先 使 用 任何 一 种 线性 作 图 法 在 高 底 物 浓度 下 粗 估 岂 ss. 值 , 因 
为 这 时 候 差不多 得 到 的 是 直线 。 然 后 ,使 用 得 到 的 的 。 进行 Hil 作 图 ,以 粗略 佑 计 出 。 随 后 ,再 用 得 
到 的 产值 ,使 用 LS] 代替 [ S ] 来 重新 进行 线性 作 图 ,这 时 应 该 会 得 到 更 好 的 直线 。 由 此 可 以 重新 计算 
出 较为 准确 的 内 ,最 后 再 用 新 的 凡 。, 重 新 进行 Hil 作 图 ,以 得 到 合理 的 / 值 。 


四 、 协 同性 的 优点 

既然 已 发 现 多 数 别 构 酶 有 底 物 协同 性 ,那么 协同 性 的 出 现 想必 会 带 来 某 些 代 谢 上 的 优势 。 但 与 
别 构 效 应 物 相 比 , 底 物 协同 性 的 对 代谢 调节 的 重要 性 似乎 没有 那么 明显 。 

为 了 更 好 说 明 底 物 协同 性 对 代谢 调节 的 重要 性 ,需要 借助 于 图 9-26 加 以 说 明 。 图 中 底 物 浓度 以 
及 的 百分数 表示 ,并 增加 了 上 下 两 条 横 线 ,分 别 对 应 速率 为 岂 . 的 90% 和 10% 时 的 两 个 点 。 





[S]CK 的 百分数 ) 


9-26 Hill 系数 不 同 的 酶 的 酶 活性 对 底 物 浓度 变化 的 敏感 性 

1. 正 协同 性 的 优势 

仔细 观察 图 9-26 中 的 各 条 曲线 ,很 容易 发 现 ,与 具有 正 协 同性 的 酶 相 比 ,将 无 协同 性 的 米 氏 酶 
(hi=l) 反 应 速率 从 久 。 的 10% 增加 到 90% 时 ,需要 最 大 的 底 物 浓度 增加 。 根 据 图 中 的 数据 ,速率 为 
10%Ts 时 的 [S ] 为 天 .的 1/9, 而 速率 为 90%Ts 时 的 [S ] 为 玉 的 9 倍 , 这 相当 于 底 物 的 浓度 需要 增 
加 81 倍 。 而 正 协同 性 最 高 的 别 构 酶 (ji=4) 当 反应 速率 从 10%Ts 增加 到 90%Ts 时 ,只 需要 将 底 物 浓 
度 提 高 3 倍 , 正 协同 性 低 的 别 构 酶 (An=2) 要 达到 同样 的 速率 增长 ,需要 提高 底 物 浓 度 9 倍 。 以 上 的 结 
果 说 明 , 正 协同 效应 使 得 酶 对 环境 中 底 物 浓度 的 变化 更 为 敏感 。 这 样 可 以 让 机 体内 某 些 重要 的 调节 
酶 能 够 根据 环境 的 变化 ,对 代谢 进行 更 加 灵敏 的 调节 。 

2. 负 协同 性 的 优势 

具有 负 协 同 效应 的 酶 极为 罕见 ,一 个 重要 的 例子 是 参与 糖 酵 解 的 3- 磷酸 甘油 醛 脱 氢 酶 。 在 图 
9-26 中 ,要 想 将 呈现 负 协 同 效应 的 别 构 酶 (hi=0.5) 的 反应 速率 从 瓜 。 的 10% 增加 到 90% ,需要 将 底 物 
浓度 提高 6 561 倍 ! 如 此 大 幅度 的 提高 就 意味 着 该 酶 对 底 物 浓 度 的 变化 极度 不 敏感 ,也 就 保证 了 体内 
某 些 重要 的 反应 不 受 底 物 浓度 波动 的 影响 ,能够 始终 进行 下 去 。 以 3- 磷酸 甘油 醛 脱 氢 酶 为 例 , 它 对 
NAD- 的 结合 表现 为 负 协同 性 。 细 胞 内 的 NAD- 容易 缺乏 ,而 此 酶 所 具有 的 这 种 性 质 ,使 得 它 在 细胞 内 
NAD- 浓度 很 低 的 情况 下 ,仍然 具有 一 定 的 活性 ,从 而 保证 了 糖 酵 解 照常 进行 ,为 细胞 产生 ATP。 
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推荐 网 址 : 

1. http:Wthemedicalbiochemistrypage.org/enzyme-kinetics.html (完全 免费 的 医学 生物 化 学 网 站 ,有 关 酶 动 
力学 的 内 容 ) 

2、http :Wechemwiki.ucdavis.edu/Biological_Chemistry/Catalysts/Enzymatic_Kinetics (美国 加 利 福 尼 亚 大 学 
戴 维 斯 分 校 一 个 网 站 ,有 关 酶 动力 学 的 内 容 ) 

3. http :Wen.wikipedia.org/wiki/Enzyme_kinetics (维基 百科 有 关 酶 动力 学 的 内 容 ) 
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包 ”第 十 章 ” 酶 的 催化 机 理 


酶 最 大 的 神奇 之 处 在 于 其 高 效 的 催化 能 力 ,那么 是 什么 导致 神奇 出 现 的 呢 ? 为 此 ,科学 家 对 一 系 
列 酶 的 催化 机 理 进 行 了 大 量 的 研究 ,并 已 经 取得 了 丰硕 的 成 果 , 像 对 某 些 酶 作用 机 理 ( 例 如 丝氨酸 和 蛋 
白 酶 ) 的 认识 早已 十 分 清楚 。 尽 管 如 此 ,人 们 仍然 对 很 多 酶 的 催化 机 理 了 解 得 不 多 ,甚至 是 一 无 所 知 。 
可 以 说 ,揭示 出 一 种 酶 的 催化 机 理 是 酶 学 研究 中 最 具 挑 战 性 的 工作 。 

本 章 将 首先 简单 介绍 研究 酶 催化 机 理 的 主要 方法 ,然后 重点 介绍 酶 催化 的 “过 渡 态 稳定 ”学 说 及 
稳定 过 渡 态 的 若干 机 制 , 最 后 以 几 种 常见 的 酶 为 实例 ,详细 介绍 它们 的 催化 机 制 。 


第 一 节 ，” 酶 催化 机 理 研 究 的 主要 方法 


要 揭示 一 种 酶 的 催化 机 理 , 首 先 应 该 选择 正确 的 研究 方法 。 用 来 研究 酶 催化 机 理 的 主要 方法 有 : 

1. 确定 酶 的 一 级 结构 , 找 出 保守 性 的 氨基 酸 残 基 

在 得 到 不 同 生物 来 源 的 同一 种 酶 的 一 级 结构 以 后 ,将 它们 进行 比 对 , 找 出 高 度 保守 的 氨基 酸 残 
基 , 有 可 能 获得 一 些 与 催化 有 关 的 氨基 酸 残 基 的 信息 。 显 然 ,在 一 种 酶 的 进化 过 程 中 ,保守 性 越 高 的 
氨基 酸 残 基 对 酶 的 三 维 构象 和 功能 贡献 就 越 大 ,这 些 氨基 酸 残 基 很 可 能 与 酶 的 催化 机 理 直 接 相关 。 
例如 ,在 对 各 种 丝氨酸 蛋白 酶 的 一 级 结构 进行 比较 后 发 现 ,有 3 个 氨基 酸 残 基 即 H57、D102 和 S195 是 
不 变 的 。 事 实证 明 ,这 3 个 残 基 直 接 参与 肽 键 的 水 解 。 

2. 确定 酶 的 三 维 结构 

酶 的 功能 与 其 三 维 构象 直接 相关 联 , 如 果 能 够 得 到 一 种 酶 的 三 维 结构 的 信息 ,就 会 为 其 催化 机 制 
的 研究 提供 最 直接 的 线索 。 获 得 酶 三 维 构象 的 方法 主要 有 X 射线 晶体 衍射 和 NMR。 要 想 利用 前 一 
种 方法 获取 一 种 酶 的 三 维 构象 ,那么 必须 先 得 到 它 的 晶体 ,才能 对 其 进行 X 射线 衍射 分 析 ,并 比较 有 
无 底 物 或 抑制 剂 时 的 构象 变化 ,从 而 获取 酶 分 子 特别 是 活性 中 心 的 构象 。 不 幸 的 是 ,获取 一 个 酶 的 晶 
体 并 非 易 事 。 

3. 定点 突变 

分 子 生物 学 技术 的 发 展 使 蛋白 质 的 定点 突变 已 变 得 十 分 容易 ,实际 上 它 已 成 为 实验 室 的 一 项 常 
规 技术 。 理 论 上 ,只 要 得 到 一 个 酶 的 基因 ,就 可 以 对 它 的 一 级 结构 进行 “随心 所 和 欲 ” 的 突变 。 如 果 在 
其 他 研究 的 基础 上 ,对 一 种 酶 分 子 上 的 某 个 或 某 些 氨基 酸 残 基 (特别 是 活性 中 心 附近 ) 进行 有 的 放 
矢 的 突变 ,就 会 对 其 作用 机 理 的 研究 提供 更 有 价值 的 信息 。 例 如 ,有 人 将 胰 蛋 白 酶 活性 中 心 裂缝 底部 
的 D189 进行 突变 ,使 其 成 为 不 带电 荷 或 带 正 电荷 的 氨基 酸 残 基 ,结果 发 现 胰 和 蛋白 酶 活性 会 完全 丧失 。 
联想 到 胰 和 蛋白 酶 的 底 物 专 一 性 (只 水 解 碱 性 氨基 酸 羧 基 与 其 他 氨基 酸 氨 基 形 成 的 肽 键 ), 人 们 便 意识 
到 , 胰 和 蛋白 酶 在 催化 的 时 候 , 是 通过 D189 带 负 电荷 的 侧 链 与 底 物 上 的 碱 性 氨基 酸 残 基带 正 电 荷 的 
侧 链 结合 的 。 

4. 动力 学 分 析 

动力 学 分 析 也 可 以 为 研究 酶 的 催化 机 理 提供 一 些 有 用 的 数据 , 像 胰 凝 乳 蛋白 酶 的 “暴发 动力 学 ” 
(burst kinetics) 性 质 就 能 表明 ,由 它 催化 的 水 解 反应 分 为 快慢 两 个 阶段 (参看 本 章 “丝氨酸 蛋白 酶 的 作 
用 机 制 ” )。 在 动力 学 研究 中 ,需要 特别 注意 pH 以 及 特定 抑制 剂 对 酶 活性 的 影响 。 以 pH 为 例 , 由 于 溶 
液 的 pH 能 影响 到 活性 中 心 侧 链 可 解 离 基 团 的 解 离 状 态 ,我 们 便 可 以 通过 研究 解 离 状 态 和 反应 速率 之 
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间 的 关系 ,来 推断 出 哪些 氨基 酸 残 基 与 酶 催化 有 关 。 同 样 ,利用 各 种 酶 抑制 剂 作用 的 动力 学 也 可 以 提 
供 一 些 重要 的 信息 。 

5. 化 学 修饰 

化 学 修饰 不 仅 可 用 来 改变 酶 的 性 能 (参看 第 十 三 章 “ 酶 的 应 用 及 研究 方法 ”), 还 能 为 酶 的 作用 机 
理 的 研究 提供 一 些 有 价值 的 信息 。 例 如 ,科学 家 在 研究 胰 凝 乳 蛋白 酶 作用 机 制 的 时 候 , 就 使 用 DIPF 
和 TPCK 分 别 确定 了 Ser 和 His 在 催化 中 的 作用 。 

如 果 使 用 的 修饰 试剂 是 双 功 能 试剂 ,就 有 助 于 确定 一 种 酶 分 子 在 三 维 结构 上 相 邻 的 基 团 ;如 果 在 
进行 化 学 修饰 的 同时 ,利用 底 物 或 竞争 性 抑制 剂 对 活性 中 心 进行 保护 ,就 可 以 确定 活性 中 心 内 的 氨基 
酸 残 基 的 性 质 。 例 如 ,假定 一 个 酶 分 子 共有 6 个 Cys 残 基 , 但 无 法 确定 它 的 活性 中 心 是 否 有 或 者 有 几 
个 Cys 残 基 。 这 时 候 可 以 分 别 在 有 无 过 量 底 物 或 竞争 性 抑制 剂 的 存在 下 ,利用 碘 代 乙酸 修饰 酶 ,并 对 
两 种 条 件 下 的 修饰 产物 进行 比较 。 显 然 ,在 有 底 物 保护 的 情况 下 ,不 能 被 修饰 的 Cys 残 基 就 在 活性 中 
心 。 此 外 ,还 可 以 先 在 过 量 底 物 或 竞争 性 抑制 剂 存在 的 条 件 下 ,使 用 非 同位 素 标记 的 碘 代 乙酸 修饰 酶 。 
然后 ,利用 透析 或 凝 胶 过 滤 除 去 底 物 或 抑制 剂 ,并 使 用 同位 素 标 记 的 碘 代 乙酸 重新 修饰 酶 ,那么 能 被 
同位 素 修饰 的 Cys 残 基 就 应 该 位 于 活性 中 心 。 

6. 计算 机 模拟 

尽管 X 射 线 晶 体 衍射 和 NMR 等 技术 对 于 研究 酶 的 三 维 结构 十 分 重要 ,可 是 它们 有 时 并 不 能 提供 
一 种 酶 催化 机 制 的 详细 信息 。 然 而 ,如 果 在 用 实验 的 手段 进行 研究 的 同时 ,能 结合 计算 机 模拟 ,这 就 
为 深入 了 解 酶 的 催化 机 制 提 供 极为 宝贵 的 信息 。 通 过 计算 机 模拟 ,可 以 对 酶 催化 反应 中 形成 的 过 渡 
态 、 亚 稳 态 中 间 物 . 酶 - 底 物 (ES) 或 者 酶 - 产物 (EP) 复合 物 的 结构 和 性 质 进 行 直接 的 预测 和 鉴定 ,而 
且 可 以 在 原子 水 平 上 提供 更 为 精细 的 分 子 结构 ,并 对 反应 的 能 量 学 进行 精确 的 计算 和 分 析 , 在 此 基础 
上 有 可 能 搞 清 楚 每 一 个 基 团 对 催化 的 贡献 。 


第 二 节 “过渡 态 稳定 学 说 


根据 过 滤 态 理论 (transition state theory), 在 任何 一 个 化 学 反应 系统 中 ,反应 物 需 要 到 达 一 个 特定 的 
高 能 状态 以 后 才能 发 生 反 应 。 这 种 不 稳定 的 高 do state)。 过 渡 态 一 般 在 
形状 上 了 既 不 同 于 反应 物 , 又 不 同 于 产物 ,而 是 介 于 两 者 之 间 的 一 种 不 稳定 的 结构 状态 ,这 时 候 旧 的 化 
学 键 在 减弱 ,新 的 化 学 键 开始 形成 。 过 渡 态 存留 的 时 间 极 短 , 只 有 10 ”~10” s。 要 达到 过 渡 态 ,反应 
物 必 须 具 有 足够 的 能 量 以 克服 势能 障碍 , 即 活化 能 (activation energy)。 然 而 ,一 个 反应 系统 中 各 反应 
物 分 子 具 有 不 同 的 能 量 ,只 有 某 些 反应 物 具有 足够 的 能 量 去 进行 反应 。 

需要 特别 注意 的 是 ,活化 能 (Ac?) 并 不 等 同 于 反应 的 总 自由 能 变化 (AC)。 两 者 的 差别 在 于 :AC 
与 反应 平衡 时 底 物 浓度 和 产物 浓度 有 关 , 而 AC? 与 反应 速率 有 关 。 显 然 , A 6C?* 越 低 , 达 到 过 渡 态 的 反 
应 物 分 子 就 越 多 ,反应 发 生得 就 越 快 ! 提高 温度 或 加 入 催化 剂 可 以 促进 更 多 的 反应 物 达 到 过 渡 态 ,从 
而 提高 反应 速率 。 


过 渡 态 稳定 学 说 
亢 之 所 以 能 够 俱 化 反应 ,是 因为 它 能 降低 反应 的 活化 能 。 实 际 上 ,活化 能 的 小 幅度 下 降 可 导致 反 
应 速率 大 幅度 的 提升 。 以 过 氧化 氢 分 解 成 氧气 和 水 的 反应 为 例 ,在 没有 任何 催化 剂 时 反应 的 活化 能 
为 76 kJ/mol ,而 在 有 过 氧化 氢 酶 的 情况 下 ,活化 能 仅仅 降 到 30 kJ/mol, 但 反应 速率 却 提高 了 10 倍 ,这 
样 的 提升 相当 于 将 几 年 才能 完成 的 反应 缩短 到 几 秒 钟 。 那 么 , 酶 是 如 何 降 低 一 个 反应 的 活化 能 
的 呢 ? 





首先 以 一 个 虚拟 的 催化 铁丝 断裂 的 “铁丝 酶 ”为 例 加 以 说 明 :如 图 10-1 所 示 ,铁丝 要 发 生 断 裂 , 首 
先 必须 克服 能 障 , 进 入 弯曲 发 热 、 似 断 非 断 的 过 渡 态 ,然后 才 有 可 能 一 分 为 二 变 成 产物 。 如 果 没 有 酶 
的 催化 ,铁丝 断裂 的 反应 式 就 是 S$ 一 Ss (过 渡 态 ) 一 ,其 活化 能 是 ACS=Cs-CGs; 如 果 有 酶 的 催化 , 反 
应 的 路 径 就 变 成 了 E+S 一 ES 一 ESs (过 渡 态 ) 一 E+P, 这 时 反应 的 活化 能 Ace=CR-Grs。 显 然 只 有 
AGCi<ACGR, 酶 才能 催化 。 然 而 ,图 10-1(2) 显示 的 酶 是 催化 不 了 铁丝 的 断裂 的 ,因为 它 的 活性 中 心 与 
基态 的 铁丝 互补 ,而 不 是 与 过 渡 态 的 铁丝 互补 。 无 疑 铁 丝 进入 这 样 的 活性 中 心 很 容易 ,但 一 旦 进入 ， 
铁丝 会 以 较 高 的 亲和力 进入 一 种 十 分 稳定 的 ES 状态 ,这 时 候 的 铁丝 实际 上 被 活性 中 心 冻结 住 了 ,要 
进入 过 渡 态 ES 需要 克服 更 大 的 活化 能 (AcCiP 和 Ac 人 ,因而 反而 不 利于 反应 。 而 图 10-1(3) 显示 的 酶 
就 能 有 效 地 催化 ,因为 它 的 活性 中 心 与 铁丝 的 过 渡 态 互补 。 当 铁丝 进入 这 样 的 活性 中 心 以 后 , 受 活性 
中 心 各 种 反应 性 基 团 的 作用 ,不 得 不 发 生 形变 ,随后 很 容易 进入 过 渡 态 ,因为 酶 与 过 渡 态 的 亲 和 性 更 
高 。 在 这 种 情况 下 的 ACE<ACGR, 即 活化 能 降低 了 ,因此 酶 发 生 了 催化 。 由 此 可 见 ,一 种 酶 要 行使 催化 ， 
它 必 须 能 够 通过 某 种 方式 稳定 反应 的 过 渡 态 ,而 不 是 稳定 基态 , 即 酶 与 过 渡 态 的 亲和力 必须 要 高 于 它 
与 底 物 的 亲和力 。 酶 的 这 种 催化 反应 的 机 制 被 称 为 “过 渡 态 稳定 ” 学说。 
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个 10-1 “铁丝 酶 " 催化 反应 的 过 渡 态 稳定 机 制 (Nelson 等 ,2008) 

再 以 一 个 真正 的 单 底 物 -单产 物 反 应 (S 一 P) 为 例 作 进一步 说 明 (图 10-2): 如 果 没 有 酶 ,S 需 
要 克服 能 障 变 成 过 渡 态 S* 以 后 才能 转变 成 P; 如 果 有 酶 的 催化 ,就 首先 通过 典型 的 分 子 碰撞 , 酶 与 
底 物 形成 可 道 的 复合 物 ES。 在 典型 的 实验 条 件 下 ,平衡 有 利于 ES 的 形成 ,这 是 由 于 一 对 典型 ES 形 
成 的 结合 能 为 -50.2~-12.5 kJ/mol。ES 形成 的 结合 能 有 一 部 分 被 用 来 驱动 过 渡 态 ES 的 形成 。 由 
于 形成 ESs 需 要 的 能 量 (A CP) 比 单独 形成 Ss 所 需要 的 能 量 (Acs) 低 ,因此 反应 的 总 活化 能 显著 
降低 , 酶 促 反 应 的 速率 也 就 随 之 大 增 。 但 是 , 酶 并 不 能 改变 反应 的 总 AC, 即 它 不 能 影响 反应 的 平衡 
常数 。 

酶 与 底 物 结合 而 得 到 的 结合 能 主要 由 结构 的 互补 性 (如 较 好 的 三 维 结构 的 契合 以 及 合适 的 非 共 
价 的 离子 键 和 氢 键 作用 力 ) 决 定 , 但 并 不 是 结合 能 越 大 越 好 。 许 多 非 酶 蛋白 质 与 它们 各 自 的 配 体 结 
合 产生 的 结合 能 非常 大 , 却 没有 催化 效应 。 例 如 ,抗体 - 抗原 的 解 离 常 数 接近 10* mol/L, 其 结合 能 
是 -46 kJ/mol ,而 ATP 与 肌 球 蛋白 结合 的 解 离 常 数 是 10 ”molL ,它们 的 结合 能 是 -75 kJ/mol, 生 物 素 
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10-2 ， 酶 促 反 应 和 非 酶 促 反应 的 反应 历程 及 活化 能 与 自由 能 的 变化 


与 抗 生 物 素 蛋白 (avidin) 结合 的 解 离 常数 为 10” mol/L ,它们 的 结合 能 为 -86 kJ/mol。 从 这 些 数据 可 以 
看 出 ,结合 能 越 大 ,蛋白 质 与 配 体 的 亲和力 越 高 。 如 果 一 种 酶 与 底 物 结 合 产生 的 结合 能 太 大 ,两 者 的 
亲和力 就 过 强 , 于 是 形成 过 渡 态 ES? 就 需要 更 大 的 能 量 用 于 克服 ES 之 间 过 强 的 亲和力 ,这 时 反而 不 
利于 催化 。 

酶 催化 的 “过 渡 态 稳定 "学 说 早 在 1946 年 由 Pauling 提出 。R. Wolfenden 曾 打 过 这 样 的 比喻 , 酶 就 
像 助 产 士 一 样 ,帮助 底 物 从 一 种 亚 稳 态 (metastable state) 艰难 地 进入 到 另 一 种 亚 稳 态 。 总 之 , 酶 在 催 
化 的 时 候 , 提 供 了 一 种 替代 的 反应 路 径 ,将 反应 分 割 成 若干 步 , 因 其 与 反应 过 渡 态 的 结合 比 和 底 物 的 
结合 更 牢 . 更 好 ,稳定 了 反应 的 过 渡 态 ,从 而 降低 活化 能 ,使 得 反应 速率 加 快 。 


二 、 支 持 过 渡 态 稳定 学 说 的 证 据 

现在 有 两 个 关键 的 证 据 可 用 来 支持 "过渡 态 稳定 " 学说。 第 一 个 证 据 是 ,根据 过 小 态 的 结构 设 
计 出 来 的 过 渡 态 类 似 物 可 以 作为 酶 的 强 抑制 剂 ,其 抑制 效果 要 比 竞争 性 抑制 剂 强 得 多 。 因 为 要 是 酶 
的 确 能 稳定 过 滤 态 ,那么 人 工 设计 的 过 渡 态 类 侯 物 只 要 遇 到 酶 ,就 会 与 活性 中 心 紧 密 地 结合 ,并 牢 牢 
地 卡 住 酶 的 活性 中 心 ,使 之 无 法 完成 反应 , 即 成 为 了 酶 的 强 抑制 剂 。 迄 今 为 止 , 人 们 已 成 功 得 到 多 
它们 的 天 比 竞 争 性 抑制 剂 要 
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小 1 000 倍 甚至 更 多 。 其 中 第 人 aa 本 0 了 人 枉 


一 例 与 睛 氨 酸 消 旋 酶 (proline 下 匡 下 COO 
racemase) 有 关 。 根 据 Pro 过 渡 五 五 H 

RE 、 [一 Pro 平面 状 的 D-Pro 
态 设 计 得 到 的 两 种 过 渡 态 类 似 过 渡 态 


物 一 “吡咯 -2- 羧 酸 (pyrrole- 


2-carboxylate) 和 4-1- 吡 咯 人 》coc- 人 coo 


碱 -2- 羧 酸 (4 -1-pyrroline- | | 


也 了 
2-carboxylate), 它们 都 是 且 吡咯 -2- 羧 酸 吡咯 碱 -2 一 羧 酸 
氨 酸 消 旋 酶 的 强 抑制 剂 (图 
1 10-3 ” 且 氨 酸 消 旋 酶 的 过 渡 态 及 其 过 渡 态 类 似 物 抑制 剂 


支持 “过渡 态 稳定 "学 说 的 第 二 个 证 据 是 ,利用 过 滤 态 类 似 物 作为 抗原 或 半 抗 原 , 去 免疫 动物 ,由 
此 产生 的 抗体 可 能 具备 类 似 酶 的 催化 作用 。 

早 在 1969 年 ,W. P. Jencks 在 他 编著 的 名 为 《化 学 和 酶 学 中 的 催化 》(Catalysis 训 Chemaistry and 
Enzymology) 一 书 中 提 到 : "如果 酶 如 描述 的 那样 通过 与 过 渡 态 更 紧密 地 结合 ,通过 与 这 种 状态 具有 最 
大 的 相互 作用 而 稳定 一 个 反应 的 过 渡 态 ,那么 ,合成 一 种 酶 的 途径 是 制备 与 一 个 给 定 反 应 的 过 渡 态 相 
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似 的 半 抗 原 基 团 的 抗体 ,这 样 的 抗体 的 结合 位 点 应 该 与 过 渡 态 互补 ,并 且 迫 使 结合 的 底 物 接近 过 渡 态 
而 促使 反应 加 速 "。 

既然 动物 的 免疫 系统 能 够 制造 大 约 10" 种 以 上 不 同类 型 的 抗体 ,那么 就 可 能 制造 出 能 合成 的 任何 
分 子 的 抗体 。 但 问题 是 如 何 选择 和 合成 正确 的 过 渡 态 类 似 物 , 以 及 如 何 制造 出 大 量 的 合适 抗体 。 第 
二 个 问题 随 着 杂交 瘤 技术 的 发 展 得 到 了 解决 ,而 第 一 个 问题 的 解决 取决 于 对 反应 本 身 的 性 质 、 复 杂 性 
以 及 对 反应 机 理 的 了 解 。 

1986 年 12 月 ,有 两 个 独立 的 研究 小 组 在 Science 上 同时 发 表 了 成 功 得 到 抗体 酶 的 论文 。 他 们 
的 论文 都 是 建立 在 一 个 事实 之 上 :磷酸 酯 在 磷 原 子 上 呈 四 面体 状 , 这 与 羧 酸 酯 水 解 过 程 中 经 历 的 过 
渡 态 相似 (图 10-4)。 首 先 获得 抗体 酶 的 是 Pollack S. 械 , 他 以 羧 酸 二 酯 水 解 反应 的 过 渡 态 类 似 物 一 一 
对 硝 基 茶 酚 磷酸 胆 碱 酯 , 作 半 抗 原 诱导 产生 单 克 隆 抗 体 。 经 过 筛选 ,从 中 找到 一 株 可 催化 水 解 反应 
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| 一 类 似 物 一 “磷酸 酯 ” 


框 10-1 生化 制药 一 水解 可 卡 因 药物 的 研制 

许多 让 人 上 瘾 的 毒品 ,如 可 卡 因 ,通过 与 神经 元 上 特定 受 体 的 结合 ,模拟 某 种 神经 递 质 的 作用 而 作 
用 。 当 一 个 人 沉迷 于 这 种 药物 ,治疗 成 瘾 的 常规 方法 是 使 用 一 种 化 合 物 阻 断 受 体 ,让 毒品 结合 不 了 。 

可 卡 因 成 瘤 一 直 难 以 治疗 ,主要 是 由 于 其 独特 的 作用 方式 。 可 卡 因 在 体内 可 阻 断 神经 递 质 多 巴 胺 的 
重 吸收 。 结 果 使 得 多 巴 胺 在 系统 中 存留 更 长 的 时 间 , 去 过 度 刺激 神经 细胞 ,不 断 在 大 脑 中 产生 奖赏 信号 ， 
而 导致 成 净 。 因 此 使 用 阻 断 受 体 的 药物 来 治疗 可 卡 因 成 装 是 无 效 的 ,反而 可 能 会 使 多 巴 胺 去 除 更 困难 。 

可 卡 因 的 化 学 结构 上 含有 一 个 酯 键 ,因此 理论 上 是 可 以 水 解 的 。 但 在 人 体内 并 没有 一 个 天 然 的 酯 酶 
能 催化 它 的 水 解 (图 10-5)。 和 然而 ,根据 蜀 催 化 的 过 渡 态 稳定 学 说 ,如 果 可 卡 因 发 生 水 解 ,就 必须 经 过 一 个 
过 渡 态 。 这 样 完全 可 以 根据 筛选 抗体 酶 的 思路 ,制造 出 专门 催化 可 卡 因 水 解 的 催化 性 抗体 。 


过 渡 态 类 似 物 








侠 10-5 可 卡 因 水 解 的 过 渡 态 及 其 类 似 物 的 结构 


令 人 兴奋 的 是 ,已 有 科学 家 成 功 制备 由 了 水 解 可 卡 因 的 抗体 酶 , 当 让 可 卡 因 成 殉 患者 服用 这 样 的 抗 
体 酶 以 后 ,可 卡 因 在 他 们 的 体内 被 成 功 地 水 解 成 2 个 无 害 的 产物 一 一 葵 甲 酸 和 芽 子 碱 甲 酯 。 而 一 旦 可 卡 
因 降 解 ,就 不 能 再 阻止 多 巴 胺 的 重 吸收 ,也 就 没有 神经 刺激 时 间 的 延长 发 生 。 于 是 ,药物 成 净 的 影响 随 着 
时 间 的 推移 而 消失 。 
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的 MOPC 167 ,能 使 速率 加 快 12 000 倍 。 该 抗体 催化 反应 的 动力 学 行为 满足 米 氏 方程 ,并 具有 底 物 特 
异性 及 pH 依赖 性 等 酶 促 反应 的 特征 。 

酶 过 渡 态 类 似 物 抑制 剂 和 抗体 酶 的 存在 为 Pauling 的 假说 提供 了 强 有 力 的 证 据 , 可 以 说 ,要 是 酶 
与 过 渡 态 的 亲 和 性 还 不 及 与 底 物 的 亲 和 人 性 ,那么 酶 充其量 只 是 一 种 底 物 结合 蛋白 ,而 不 会 是 一 种 催 
化 剂 。 


第 三 节 ”过渡 态 稳定 的 化 学 机 制 


与 酶 催化 相关 联 的 过 渡 态 稳定 是 酶 活性 中 心 的 结构 和 反应 性 ,以 及 活性 中 心 与 结合 的 底 物 之 间 
相互 作用 的 必然 结果 。 酶 在 行使 催化 功能 的 时 候 , 会 充分 利用 各 种 化 学 机 制 来 实现 过 渡 态 的 稳定 并 
由 此 加 速 反应 。 这 些 机 制 归 纳 起 来 主要 有 6 种 :邻近 定向 效应 (proximity and orientation) 广 义 的 酸 碱 
催化 (general acid/base catalysis) .静电 催化 (electrostatic catalysis); 金 属 催化 (metal ion catalysis)、 共 价 催 
化 (covalent catalysis) 和 底 物 形变 。 


一 、 邻 近 定 向 效应 

邻近 定向 效应 是 指 两 种 或 两 种 以 上 的 底 物 ( 双 底 物 居多 ) 同时 结合 在 酶 活性 中 心 上 , 相 互 靠近 ( 邻 
近 ), 并 采取 正确 的 空间 取向 (定向 )。 这 样 可 以 大 大 提高 底 物 的 有 效 浓度 ,使 分 子 间 反 应 近似 分 子 内 反 

应 ,从 而 加 快 反应 速率 。 
底 物 与 活性 中 心 的 结合 不 仅 使 底 物 与 酶 催化 基 团 或 其 他 底 物 接触 ,还 强行 “冻结 ”了 底 物 的 某 些 
化 学 键 的 平 动 和 转动 ,促使 它们 采取 正确 的 取向 ,也 有 利于 键 的 形成 。 

为 了 便于 说 明 , 让 我 们 假定 一 个 双 分 子 反 应 ,在 底 物 A 和 底 物 B 之 间 形 成 共 价 键 , 产 生化 合 物 
A-B, 即 A+B 一 A-B。 

如 果 这 个 反应 完全 在 溶液 中 发 生 ,就 需要 满足 以 下 条 件 :由 A 和 了 通过 受 扩 散 限 制 的 碰撞 相遇 ， 
相互 间 还 需要 采取 正确 的 取向 ;@) 发 生 脱 溶剂 化 变化 ,以 使 分 子 轨 道 能 相互 作用 ;@@ 克 服 范 德 华 斥 力 ; 
他 电子 轨道 发 生变 化 以 进入 过 渡 态 。 显 然 ,在 溶液 中 的 反应 速率 是 由 两 种 底 物 有 效 碰撞 的 概率 来 决 
定 。 虽 然 提 高 温度 和 底 物 浓度 可 以 大 幅度 地 增加 底 物 间 有 效 碰撞 的 机 会 ,但 是 对 反应 速率 的 提升 是 
十 分 有 限 的 。 

如 果 这 个 反应 是 酶 促 反 应 ,那么 底 物 与 酶 活性 中 心 的 结合 是 反应 发 生 的 前 提 。 当 底 物 被 隔离 在 
酶 的 活性 中 心 内 , 底 物 的 有 效 浓度 相对 于 在 溶液 中 的 浓度 就 大 大 增加 了 。 其 次 , 酶 活性 中 心 的 结构 被 
预先 设计 得 正好 可 与 底 物 按 特 异 的 方向 结合 ,非常 有 利于 反应 的 进行 。 在 大 多 数 双 分 子 反 应 中 ,两 个 
底 物 之 间 必 须 采 取 合适 的 取向 ,才能 进入 过 渡 态 。 然 而 ,在 溶液 中 ,每 一 种 底 物 都 存在 一 群 旋转 异 构 
体 (rotomer), 它 们 的 存在 能 阻 洁 反 应 速率 。 如 果 两 种 底 物 被 锁定 在 酶 的 活性 中 心 , 则 是 另外 一 种 情景 ， 
酶 可 以 轻而易举 地 克服 那些 底 物 达到 过 渡 态 的 障碍 。 当 然 , 底 物 在 活性 中 心 遭 受 的 在 空间 和 取向 上 
的 严重 限制 减少 了 反应 的 箭 。 但 总 的 来 说 , 酶 与 底 物 的 结合 能 会 弥补 箭 的 减少 。 


二 、 广 义 的 酸 碱 催化 

广义 的 酸 碱 催化 是 指 水 分 子 以 外 的 分 子 作为 质子 供 体 或 受 体 参 与 催化 ,这 种 机 制 几乎 参与 了 所 
有 酶 的 催化 。 与 广义 酸 碱 催化 有 关 的 化 学 基 团 包括 :具有 3 个 pK. 的 氨基 酸 ( 如 Cys .Ser\Asp、Glu 、Lys 
和 His) 的 R 基 团 ,以 及 肽 链 两 端 游离 的 o- 氨基 和 or- 羧基 。 对 于 核 酶 而 言 ,参与 广义 酸 碱 催化 的 基 团 
包括 核糖 的 2-OH、 腺 味 叭 的 NI1 和 胞 喀 啶 的 N3。 需 要 特别 注意 的 是 ,由 于 微 环 境 的 变化 ,这 些 基 团 
在 一 个 酶 分 子 上 真实 的 pK. 与 它们 在 游离 的 氨基 酸 或 核 苷 酸 上 的 pK. 差别 可 能 很 大 。 


这 些 起 催化 作用 的 基 团 可 以 提供 质子 或 者 接受 质子 来 稳定 过 渡 态 上 的 电荷 ,同时 还 具有 激活 亲 
核 基 团 、 亲 电 基 团 或 稳定 离 去 基 团 的 功能 。 如 果 一 个 侧 链 基 团 的 pK. 接近 7, 该 侧 链 基 团 就 可 能 是 最 
有 效 的 广义 酸 碱 催 化 剂 。His 残 基 的 咪唑 基 就 是 这 样 的 基 团 ,因此 它 是 很 多 酶 的 催化 残 基 。 

广义 的 酸 碱 催化 不 可 以 和 特定 的 酸 碱 催化 混为一谈 ,两 者 的 主要 差别 在 于 :后 者 是 开 或 OH 
加 速 反应 ,前 者 是 酶 分 子 上 的 酸性 和 碱 性 基 团 催化 反应 ;@) 缓 冲 溶液 的 浓度 对 它们 的 影响 不 一 样 (图 
10-6), 特 定 的 酸 碱 催化 反应 速率 只 取决 于 pH, 与 缓冲 溶液 浓度 没有 关系 ,而 就 广义 的 酸 碱 催化 而 言 ， 
缓冲 溶液 有 助 于 通过 提供 或 夺取 质子 来 稳定 过 渡 态 ,因此 反应 速率 不 仅 取决 于 底 物 和 酶 的 质子 化 状 
态 ,还 取决 于 缓冲 溶液 的 浓度 。 

在 生物 体内 ,各 种 酯 的 水 解 经 常 使 用 广义 酸 碱 催化 。 如 图 10-7 所 示 , 在 酯 水 解 中 ,广义 酸 (HA) 
作为 酯 普 基 氧 的 部 分 质子 供 体 , 增 强 了 酯 分 子 上 部 分 负电 荷 的 过 渡 态 的 稳定 性 ;或 者 ,广义 碱 (B) 充 
当 质 子 受 体 来 稳定 过 渡 态 。 有 时 ,为 了 进一步 提高 催化 效率 ,许多 酶 会 同时 利用 广义 酸 催化 和 广义 碱 
催化 。 

以 核糖 核酸 酶 A 为 例 (参看 图 10-8), 其 活性 中 心 的 His 12 和 His119 分 别 充 当 广义 碱 和 广义 酸 行 
使 催化 。 在 反应 中 ,Hisl12 作为 质子 受 体 ,从 3'- 核 苷 酸 的 2- 产 基 抽取 1 个 质子 ,而 His119 作为 质子 





10-8 ”核糖 核酸 酶 A 的 广义 酸 碱 催化 
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供 体 ,提供 1 个 质子 给 核 苷 酸 的 $- 凑 基 。 其 净 结 果 是 质子 从 His119 传 到 His12。 随 后 ,水 取代 释放 
的 核 苷 酸 ,这 时 His12 和 His119 的 碱 酸 角色 正好 颠倒 ,原来 的 His 质子 化 状态 得 到 恢复 。 


三 、 静 电 催 化 

对 于 很 多 酶 而 言 ,活性 中 心 电 荷 的 分 布 可 用 来 稳定 酶 促 反 应 的 过 渡 态 , 酶 使 用 自身 带电 基 团 (有 
时 是 带 部 分 电荷 的 基 团 ), 去 中 和 一 个 反应 过 渡 态 形成 时 所 产生 的 相反 电荷 而 进行 的 催化 ,被 称 为 静电 
催化 。 计 算 机 模拟 的 研究 表明 ,静电 效应 可 能 是 对 酶 催化 机 制 中 贡献 最 大 的 因素 。 由 于 酶 的 活性 中 
心 有 时 可 以 提供 比 水 更 强 的 极 性 环境 ,因此 带电 的 过 渡 态 可 以 被 固定 的 偶 极 更 好 地 稳定 。 这 完全 不 
同 于 水 环境 中 的 过 渡 态 稳定 ,因为 在 水 环境 中 的 稳定 需要 消耗 能 量 去 重 排水 分 子 。 

酶 分 子 经 常 提供 带电 基 团 的 有 Lys、Arg、Asp 和 Glu 的 侧 链 以 及 金属 离子 。 有 时 , 酶 通过 与 底 物 的 
静电 作用 将 底 物 引入 到 活性 中 心 。 


四 、 人 金属 催化 
近 三 分 之 一 已 知 酶 的 活性 需要 金属 离子 的 存在 ,这 些 酶 分 为 两 类 ,一 类 为 金属 酶 (metalloenzyme)， 
另 一 类 为 金属 激活 酶 (metaLactivated enzypme)。 前 者 含有 紧密 结合 的 金属 离子 ,多 数 为 过 渡 人 金属 ,如 
Fe Fer Cu Znx Mn 或 Cor, 后 者 与 溶液 中 的 金属 离子 松散 地 结合 ,通常 是 碱 金属 或 碱土 金属 , 例 
如 NarKT Mg 或 Ca 
金属 离子 参与 的 催化 被 称 为 金属 催化 。 人 金属 离子 以 5 
种 方式 参与 催化 :中 作为 路 易 斯 酸 (Lewis acid) 接受 电子 ， 碳酸 碳酸 
使 亲 核 基 团 或 亲 核 分 子 (如 水 ) 的 亲 核 性 更 强 ;@ 与 带 负 电 
荷 的 底 物 结合 ,屏蔽 负电 荷 ,促进 底 物 在 反应 中 正确 定向 ， 
例如 ,所 有 的 激酶 都 需要 Me*,Mez 所 起 的 作用 是 屏蔽 底 


物 ATP 分 子 上 所 带 的 高 度 负电 荷 ,并 对 ATP 起 定向 的 作 /区 震 。_ oa__ 是 
用 ;@@ 参 与 静电 催化 ,稳定 带 有 负电 荷 的 过 滤 态 ;@ 通 过 价 “ 人 王 生 9 后 且 全、 


态 的 可 逆 变 化 ,作为 电子 受 体 或 电子 供 体 参与 氧化 还 原 反 
应 ;@ 本 身 是 酶 结构 的 一 部 分 。 国 10-9 训 玫 的 全 必 们 化 机 制 
以 碳酸 本 本 为 例 ( 图 10_9): 从 水 分 子 上 解 离 下 来 的 OH- ,被 酶 活性 中 心 上 与 咪唑 基 结合 的 Znz' 接 
受 以 后 , 亲 核 性 大 增 ,于 是 能 更 有 效 地 进攻 CO 上 的 C 原子 ,并 最 终 产生 HCOi。 
再 以 四 膜 虫 体内 催化 26S rRNA 前 体 前 接 的 工 组 内 含 子 为 例 ,这 种 核 栈 利 用 金属 Mez 直接 稳定 带 
负电 荷 的 过 渡 态 (参看 第 十 _ 章 * 核 酶 的 结构 与 功能 * 


五 、 共 价 催化 

共 价 催化 需要 酶 在 催化 过 程 中 ,与 底 物 暂时 形成 不 稳定 的 共 价 中 间 物 。 共 价 中 间 物 的 形成 完全 
改变 了 反应 的 路 径 , 新 的 路 径 所 需要 的 活化 能 大 大 低 于 没有 酶 催化 时 的 活化 能 ,这 有 利于 克服 活化 能 
能 障 。 行 使 共 价 催化 的 酶 ,已 进化 到 能 将 这 类 困难 的 反应 分 两 步 进 行 ,一 是 共 价 中 间 物 的 形成 ,二 是 
共 价 中 间 物 的 断裂 ,而 不 直接 催化 单个 反应 。 因 此 ,反应 的 限 速 步骤 要 么 是 共 价 中 间 物 的 形成 ,要 么 
是 共 价 中 间 物 的 断裂 。 例 如 , 胰 凝 乳 蛋 白 酶 催化 的 水 解 反 应 的 限 速 步骤 就 在 第 二 步 。 

酶 与 底 物 形 成 共 价 中 间 物 的 手段 主要 是 亲 核 催化 (nucleophilie catalysis), 也 可 以 是 亲 电 催化 
(electrophilic catalysis)。 前 者 是 酶 分 子 上 的 亲 核 基 团 对 底 物 做 亲 核 进攻 而 引发 反应 ,后 者 则 是 由 酶 分 
子 上 的 亲 电 基 团 对 底 物 做 亲 电 进 攻 而 启动 反应 。 

酶 分 子 上 能 进行 亲 核 进攻 的 亲 核 基 团 有 :3 种 羟 基 氨 基 酸 的 羟基 、Cys 的 琉 基 、Lys 的 e- 氨基 两 
种 酸性 氨基 酸 的 羧基 和 作为 辅酶 的 焦 磷酸 硫 腕 素 (TPP) ( 表 10-1)。 





Ar 


m 表 10-1 几 种 酶 的 共 价 催化 








Ser( 一 OH) 丝氨酸 和 蛋白酶 虽 栈 化 酶 
Cys( 一 SH) 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 脂 酰 化 酶 
Asp( 一 CO00 一 ) Nar/K*-ATP 酶 磷酸 化 酶 
Lys(e-NH2) 乙酰 乙酸 脱羧 酶 和 第 一 类 醛 缩 酶 希 夫 碱 
His (咪唑 基 ) 磷酸 甘油 酸 变 位 酶 磷酸 化 酶 
Tyr( 一 OH) 谷 氨 酰 胺 合成 酶 腺 苷 酸化 酶 
TPP 丙酮 酸 脱羧 酶 和 转 酮 酶 羟 乙 基 化 酶 


亲 核 催化 涉及 酶 分 子 上 的 亲 核 基 团 提供 电子 给 底 物 , 先 形 成 带 部 分 共 价 键 的 过 渡 态 中 间 物 ,再 形 
成 真正 的 共 价 中 间 物 。 其 速率 取决 于 进攻 性 的 亲 核 基 团 的 亲 核 性 (供电 子 能 力 ) 和 底 物 对 进攻 基 团 的 
敏感 性 。 以 图 10-11 为 例 , 好 的 亲 核 反应 应 该 是 :Y 是 比 X 更 好 的 离开 基 团 (leaving group),X 是 比 Z 
更 好 的 进攻 基 团 , 共 价 中 间 物 的 反应 性 应 该 比 底 物 强 。 

在 各 种 亲 核 催化 中 ,Lys 残 基 上 的 e- 氨基 是 很 好 的 亲 核 基 团 ,以 乙酰 乙酸 脱羧 酶 为 例 ( 图 10-11)， 
其 活性 中 心 的 一 个 Lys 残 基 的 e- 氨基 是 一 个 亲 核 进攻 基 团 (相当 于 图 10-10 上 的 X), 与 乙酰 乙酸 上 
的 8- 酮 基 形 成 希 夫 碱 (Schiff base)。 希 夫 碱 上 质子 化 的 N 原子 充当 一 个 有 效 的 “电子 穴 ”(electron 
sinks) 对 相 邻 的 碳 负离子 起 稳定 作用 ,而 羧基 (相当 于 Y) 又 是 一 个 很 好 的 离开 基 团 (脱羧 )。 
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个 10-10 亲 核 共 价 修饰 反应 。” 围 10-11 志 酰 Z 酸 脱羧 酶 的 亲 核 催化 


希 夫 碱 是 常见 的 酶 底 物 共 价 中 间 物 ,以 这 种 机 制 进行 催化 的 酶 通常 受到 确 氢 化 钠 (sodium 
borohydride) 的 不 可 逆 抑 制 ,该 金属 还 原 剂 能 够 将 希 夫 碱 还 原 成 不 能 断裂 的 中 间 物 ,致使 产物 无 法 释 
放 。 反 过 来 , 硼 氢 化 钠 也 经 常 被 用 来 验证 希 夫 碱 是 否 参 与 一 种 酶 的 共 价 催化 。 
在 亲 电 催化 中 , 共 价 中 间 物 的 形成 源 于 酶 分 子 上 的 亲 电 基 团 对 底 物 分 子 上 富 电子 基 团 的 亲 电 进 
攻 。 由 于 酶 分 子 上 的 氨基 酸 侧 链 并 不 能 提供 有 效 的 亲 电 基 团 ,因此 使 用 亲 电 催化 的 酶 只 能 依靠 其 缺 
乏 电 子 的 辅酶 或 金属 离子 ,例如 磷酸 吡 哆 醛 。 为 什么 单独 的 辅酶 


使 用 磷酸 吡 哆 醛 作为 辅酶 的 酶 有 转氨酶 . 消 旋 酶 .脱羧 酶 和 糖 原 磷酸 化 酶 等 ,但 精 原 碍 酸化 酶 并 人 人 信人 
不 是 利用 磷酸 吡 哆 醛 进行 亲 电 催化 ,而 是 利用 其 中 的 磷酸 基 团 辅助 催化 (参看 第 二 十 七 章 “ 糖 原 代 
谢 " ), 这 与 转氨酶 . 消 旋 酶 和 脱 送 本 完全 不 同 。 这 里 只 介绍 使 用 磷酸 吡 哆 醛 的 亲 电 催化 。 
棍 酸 吡 哆 醛 在 亲 电 催化 中 的 实际 功能 是 充当 电子 穴 ,稳定 催化 过 程 中 形成 的 碳 负离子 。 由 于 阳 
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离子 亚 胺 (eationie imins) 与 其 














香 杂 环 -吡啶 环 相连 ,电荷 分 (1) B: 一 百 
布 得 以 分 散 ,使 得 磷酸 吡 哆 醚 RNL-coo 
成 为 一 个 非常 有 效 的 亲 电 催化 0 oN 
剂 。 利 用 吡 哆 醛 亲 电 催化 的 酶 sp 由 
促 反应 都 由 3 步 组 成 图 10- 14 史 基 谭 zf、 
12): 四 阳离子 亚 胺 的 形成 ; 站 下 
@) 经 过 碳 负 离子 中 间 物 的 化 学 R、c 一 coo- 

变化 ;图 亚 胺 产物 的 水 解 。 在 el 

各 种 与 氨基 酸 相关 的 反应 ( 包 Wi 

括 转 氨 ` 消 旋 、 脱 羧 和 便 链 互 变 学 < 人 

反应 ) 中 ,磷酸 吡 哆 醛 都 是 与 二 

o- 氨基 酸 反应 ,去 除 o 氢 , 产  O) 加 E 

生 希 夫 左 中 间 物 。 以 转 人 所 反应 ， ， 省 人 这 

为 例 , 在 忆 氢 消 除 以 后 ,质子 ae He 

供给 磷酸 吡 哆 醛 的 六 基 碳 , 形 0- ns 
成 一 种 必 本 酸 - 屁 哆 胶 式 希 “二 | 

夫 碱 。 随 后 , 希 夫 碱 水 解 ,产生 站 es 站 

游离 的 o- 酮 酸 和 磷酸 吡 哆 胺 。 

紧 接 着 , 另 一 种 w- 醋酸 与 磷酸 Pen 业 ， 

吡 哆 胺 之 间 形 成 亚 胺 ,而 质子 se 

朝 相 反 的 方向 转移 ,从 而 产生 

新 的 氨基 酸 ,同时 再 生出 吡 哆 


醛 而 完成 催化 循环 ne ROGER 


六 、 底 物 形变 

底 物 形变 是 诱导 契合 产生 的 主要 效应 。 酶 对 底 物 的 诱导 导致 酶 的 活性 中 心 与 过 渡 态 的 亲 和 
力 高 于 它 与 底 物 的 亲和力 , 当 酶 与 底 物 相遇 时 , 酶 分 子 诱导 底 物 分 子 内 敏感 键 更 加 敏感 ,产生 “ 电 
子 张力 ”发生 形 变 , 从 而 更 接近 它 的 过 滤 态 ,由 此 降低 了 反应 的 活化 能 并 有 利于 催化 反应 的 发 生 。 
然而 ,事实 上 形变 诱发 更 多 的 是 对 基态 底 物 的 去 稳定 效应 ,而 不 是 对 过 渡 态 的 稳定 效应 。 此 外 , 除 
了 底 物 发 生 形变 以 外 , 酶 本 身 也 可 能 发 生 形变 ,从 而 导致 活性 中 心 的 某 些 直 接 参 与 催化 的 氨基 酸 残 
基 被 激活 。 前 面 提 到 的 虚拟 的 “铁丝 酶 "也许 最 能 说 明 这 种 催化 机 制 ,现实 中 的 溶菌 酶 也 利用 这 种 
方式 进行 催化 。 在 溶菌 酶 催化 的 时 候 ,与 其 活性 中 心 结合 的 六 碳 糖 在 溶菌 酶 的 “威胁 利诱 ”下 ,从 椅 
式 构象 变 成 半 椅 式 构象 而 发 生 形变 ,周围 的 糖 背 键 也 更 容易 发 生 断 裂 ( 见 后 关于 溶菌 酶 催化 机 制 
的 内 容 )。 


第 四 节 ” 几 种 常见 酶 的 结构 与 功能 


一 、 和 蛋白酶 
蛋白 酶 是 催化 肽 键 水 解 的 一 类 酶 的 总 称 。 虽 然 肽 键 的 水 解 在 热力 学 上 是 十 分 有 利 的 ,但 如 果 没 
有 和 蛋白 酶 的 催化 ,一 个 肽 键 在 中 性 pH 和 25% 条 件 下 需要 300~600 年 的 时 间 才 能 完成 水 解 。 


根据 活性 中 心 催化 基 团 的 性 质 , 蛋 白 酶 可 以 分 为 4 类 :GD 丝氨酸 蛋白 酶 ,此 类 和 蛋白酶 的 催化 基 团 包 
括 1 个 不 可 缺少 的 Ser 残 基 ,DIPF 是 它们 的 不 可 逆 性 抑制 剂 ;@) 琉 基 和 蛋白酶 (thiol protease), 其 催化 基 
团 包括 1 个 Cys 的 琉 基 , 莹 基 试剂 (如 碘 代 乙酸 ) 是 它们 的 不 可 逆 性 抑制 剂 ; 归 天 冬 氮 酸 和 蛋白酶 (aspartic 
protease), 其 催化 基 团 包括 两 个 重要 的 Asp ,在 偏 碱 性 的 pH 下 无 活性 ;@ 四 金属 蛋白 酶 (metalloprotease)， 
此 类 蛋白 酶 在 活性 中 心 结合 金属 离子 (如 Za”), 金 属 末 合剂 EDTA 或 邻 菲 罗 啉 (o-phenanthroline) 可 导 
致 其 活性 的 丧失 。 
所 有 蛋白 酶 在 催化 过 程 中 都 要 经 历 四 面体 的 过 渡 态 ,过 渡 态 的 形成 涉及 一 个 亲 核 基 团 进攻 肽 键 
的 痰 基 碳 。 
(一 ) 丝氨酸 蛋白 酶 和 琉 基 蛋白 酶 
这 两 类 和 蛋白酶 在 催化 反应 中 ,先后 就 有 两 次 亲 核 进攻 ,其 中 第 一 次 亲 核 进攻 的 基 团 分 别 是 Ser 残 
基 的 羟基 和 Cys 残 基 的 琉 基 ,第 二 次 都 是 水 分 子 。 催 化 机 理 中 包括 广义 酸 碱 催化 和 共 价 催化 等 , 脂 酰 
化 酶 是 酶 与 底 物 的 共 价 中 间 物 。 
1. 丝氨酸 蛋白 酶 
这 一 类 和 蛋白酶 以 一 个 特定 的 Ser 残 基 作 为 必需 的 催化 基 团 ,属于 该 家 族 成 员 的 有 胰 和 蛋白酶 、 胰 凝 
乳 蛋 白 酶 .弹性 蛋白 酶 .枯草 杆菌 蛋白 酶 (subtilisin)\ 激 肽 释放 酶 原 (kallikrein) 凝 血 酶 (thrombin). 纤 溶 酶 
(plasmin) 和 组 织 型 纤 溶 酶 原 激活 剂 (tissue plasmin activator,tPA)。 其 中 前 3 种 酶 为 动物 体内 的 消化 酶 ,最 
后 两 种 为 调节 蛋白 酶 ,参与 与 血 凝 或 溶 栓 相 关 的 级 联 放 大 过 程 。 激 肽 释放 酶 原 也 是 一 种 调节 和 蛋白酶 , 它 
通过 切除 激素 原 和 生长 因子 的 “ 原 序列 "来 激活 它们 。 枯 草 杆菌 蛋白 酶 是 由 枯草 杆菌 分 泌 的 消化 酶 。 
二 让 交 瑟 作 生 和 人 参与 消化 过 程 的 各 种 丝氨酸 蛋白 酶 对 底 物 具有 
不 同 的 专 一 性 。 专 一 性 都 与 肽 键 痰 基 一 侧 的 氨基 酸 
残 基 的 侧 链 性 质 有 关 。 决 定 专 一 性 的 是 酶 活性 中 心 
的 立体 化 学 : 胰 和 蛋白 酶 具有 很 深 的 底 物 结合 口袋 ,而 
口袋 的 底部 又 是 一 个 带 正 电荷 的 Asp, 故 特别 适合 
长 的 碱 性 氨基 酸 侧 链 (Lys 和 Arg) 的 结合 ; 胰 凝 乳 蛋 
白 酶 的 底 物 结合 口袋 没有 胰 蛋 白 酶 深 , 但 比 它 宽 , 而 
且 分 布 在 口袋 壁 上 的 是 朴 水 氨基 酸 ,因此 特别 适合 
与 芳香 族 氨基 酸 的 结合 ;弹性 蛋白 酶 的 底 物 结合 口 
袋 非常 浅 ,最 适合 结合 侧 链 较 小 的 氨基 酸 残 基 。 
丝氨酸 蛋白 酶 的 催化 机 制 属 于 共 价 催化 和 广 
义 酸 碱 催化 的 混合 体 , 由 3 个 不 变 的 氨基 酸 残 基 构 
成 的 催化 三 元 体 (Ser、His 和 Asp) 起 主导 作用 (图 
图 !0-13 丝 委 酸 要 自卫 的 催化 = 元 体 。 ”10_13), 这 3 个 氨基 酸 残 基 的 任何 一 种 若 发 生 突变 
或 被 化 学 修饰 (例如 ,Ser 被 DIPF 修饰 ), 均 会 导致 酶 活性 的 丧失 。 
虽然 各 种 丝氨酸 蛋白 酶 具有 高 度 的 同 源 性 ,但 构成 催化 三 元 体 的 3 个 氨基 酸 残 基 在 肽 链 中 的 位 
置 并 不 完全 相同 。 然 而 , 酶 学 家 已 达成 共识 ,将 这 3 个 氨基 酸 残 基 总 是 进行 相同 的 编号 , 即 His57、 
Asp102 和 Serl195。 它 们 在 催化 中 的 具体 功能 是 :QD Serl95 充当 进攻 底 物 的 亲 核 基 团 ;@) His57 作为 广 
义 的 酸 碱 催化 剂 ;@) Asp102 的 功能 仅仅 是 定向 His57 ,影响 His 的 pK., 改 变 其 酸 碱 解 离 性 质 。 
以 胰 凝 乳 蛋白 酶 为 例 , 其 除了 具有 和 蛋白酶 活性 以 外 ,还 具有 缓慢 的 酯 酶 活性 。 例 如 ,对 硝 基 茶 酚 
乙酸 酯 就 是 其 酯 酶 活性 的 底 物 , 它 特别 适合 研究 胰 凝 乳 蛋白 酶 的 作用 机 理 。 
胰 凝 乳 蛋白 酶 的 催化 经 历 了 脂 酰 化 酶 共 价 中 间 物 ,全 部 反应 分 为 5 步 (图 10-14): 
(GD) 底 物 与 活性 中 心 的 Ser195 和 Cly193 残 基 通 过 氢 键 形成 ES , 玻 水 口袋 正好 能 够 容纳 芳香 环 。 
(2) 亲 核 的 Ser195 残 基 进 攻 基 碳 , 形 成 第 一 个 四 面体 形 的 过 渡 态 中 间 物 ,其 中 有 一 个 氧 以 氧 阴 





Asp 102 


与 胰 凝 乳 蛋白 酶 相 
比 , 胰 蛋 白 酶 很 容易 发 生 自 
我 消化 ,为 什么 ? 


如 果 你 发 现 一 种 新 
的 蛋白 酶 ,你 如 何 确定 它 是 
否 属于 丝氨酸 蛋白 酶 家 族 ? 
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过 渡 态 共 价 复合 
Ser195 底 物 AR' OO、 AR: NS _R 
ET 二 个 一 CH CH 1 
H  R 一 N 一 H R 一 N 一 H R 一 N 一 H 
入 -ccH 下 也 
HG | Se 克 下 _ N-cH 
N 一 C N 也 
i 地 证 加 
His 57 1 名 ”如 让 
O = | | H2> 
S CS 2 r 
Asp102 了 o 9? 
| j 并 
| 
水 
人 
底 物 
一 GE 一 和 四 面体 脂 酰 基 - 酶 
全 过 渡 态 共 价 复合 
YeH 人 赤 NAR' 
C 一 CH 一 0 一 
HG | 一 CH 一 07 So 0 
N 一 C | 
豆 | 析 人 
-和 N_cg CC_cH 
0 
了 | 呈 
十 H | His 57 了 人 
| 和 | 9SH2> 
SR 多 肽 底 物 SR o.9 
O SN 
人 的 羧基 站 5 Aspl02 并 
O 一 瑞 | | 
候 10-14， 胰 凝 乳 蛋白 酶 催化 的 蛋白 水 解 反应 的 全 过 程 
离子 的 形式 存在 。 
为 什么 丝氨酸 蛋白 活性 中 心 的 3 个 氨基 酸 残 基 依次 参与 此 阶段 的 反应 ,构成 催化 三 元 体 结构 :His 57 从 Ser195 移 去 
0 一 个 质子 ,致使 Serl95 的 亲 核 性 大 增 ,而 His 57 成 为 带 正 电荷 的 共 罗 酸 。Asp102 通过 氢 键 与 His 57 


的 咪唑 基 结 合 , 其 功能 始终 是 定向 His 57 ,影响 His 的 pK.。 
(3) 碳 四 面体 过 渡 态 因 氧 阴离子 在 氧 阴 离子 穴 与 Ser195( 一 NH) 及 Gly193 (一 NH) 形 成 氢 键 而 得 
以 稳定 。 这 些 相互 作用 的 净 效 应 导致 活化 能 的 降低 ,可 能 对 酶 催化 的 贡献 最 大 (图 10-15)。 
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(4) 肽 键 断裂 ”原来 肽 键 右 侧 的 肽 段 作 为 离开 基 团 ,从 His57 咪唑 环 上 得 到 一 个 质子 后 被 释放 ， 
而 原来 肽 键 左 侧 的 肽 段 则 通过 氧 键 和 与 Ser195 形成 的 共 价 键 仍然 与 酶 结合 。 

(5) 水 进入 活性 中 心 并 质子 化 His57 ,使 之 成 为 酸 ,被 释放 出 来 的 OH 亲 核 进攻 留 下 来 的 多 肽 普 基 
碳 , 于 是 第 二 个 四 面体 形 的 过 渡 态 中 间 物 形成 了 。 最 后 ,Ser195 从 His57 重新 得 到 质子 ,His57 仍然 与 
Ser195 通过 氧 键 相连 ,于 是 过 渡 态 中 间 物 发 生 瓦解 , 脂 酰 化 酶 中 间 物 被 水 解 ,残留 的 多 肽 部 分 (第 二 个 
产物 ) 被 释放 。 

此 阶段 的 反应 为 多 肽 水 解 的 限 速 步骤 , 直接 的 证 据 来 自 使 用 对 硝 基 葵 酚 乙酸 酯 为 底 物 的 酶 动力 
学 研究 。 在 高 浓度 底 物 的 存在 下 ,产物 的 释放 明显 分 为 两 个 阶段 :先是 对 硝 基 葵 酚 的 暴发 式 (burst) 释 
放 , 在 经 过 一 段 时 间 延 迟 以 后 , 才 有 产物 乙酸 缓慢 的 释放 (图 10-16)。 


乙酸 或 对 硝 基 某 酚 释放 





上 全 @ 
国人 一 oH+ 和 一 本 汪 人 CH 


慢 步 骤 
Ser195 Ser195 由 0 


0 一 C 一 CH; 


图 10-: 16 以 对 硝 基 茶 酚 乙酸 酯 为 底 物 的 胰 凝 乳 蛋白 酶 反应 历程 及 动力 学 曲线 


对 硝 基 葵 酚 (相当 于 肽 键 右 侧 的 氨基 酸 残 基 ) 的 暴发 式 释放 表明 , 肽 键 的 右 侧 部 分 作为 反应 的 第 
一 个 产物 首先 被 游离 出 来 ,而 乙酸 (相当 于 肽 键 左 侧 的 氨基 酸 残 基 ) 的 延迟 释放 则 意味 着 ,在 肽 键 断 裂 
以 后 , 它 仍然 与 酶 活性 中 心 紧 密 地 结合 在 一 起 ,其 释放 速率 决定 了 多 肽 水 解 的 总 速率 。 

2. 琉 基 蛋白酶 

这 一 类 和 蛋白酶 也 被 称 为 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 ,它们 广泛 存在 于 自然 界 中 。 属 于 植物 来 源 的 有 木瓜 蛋 
白 酶 (papain) 和 菠 葛 和 蛋白 酶 (bromelain), 其 他 的 还 有 钙 和 蛋白 酶 (calpain)、 梭 菌 蛋白 酶 (clostripain) 小 核 
糖 核酸 病毒 蛋白 酶 (picornavirus proteinase)、 链 球菌 蛋白 酶 (streptococcal proteinase) 白细胞 介 素 -1-p- 
转化 酶 (interleukin-1-p-converting enzyme) 和 一 类 参与 细胞 凋 亡 的 胱 天 蛋白 酶 (cysteine aspartic acic 
specific protease,Caspase)。 

琉 基 蛋白酶 的 共同 特征 是 在 催化 过 程 中 ,需要 一 个 Cys 残 基 和 一 个 His 残 基 。 其 作用 机 制 与 丝 氨 
酸 蛋 白 酶 有 许多 相似 之 处 ,而 两 者 的 主要 差别 在 于 琉 基 上 比 羟基 更 容易 发 生 去 质子 化 。 当 玉 基 蛋白 酶 
活性 中 心 的 琉 基 将 质子 交 给 相 邻 的 His 残 基 以 后 , 带 负电 荷 的 $ 作为 强 亲 核 基 团 ,进攻 肽 键 的 普 基 碳 ， 
形成 以 硫 酯 键 连接 的 脂 酰 化 酶 共 价 中 间 物 。 余 下 的 反应 与 丝氨酸 蛋白 酶 催化 的 反应 相似 。 

(二 ) 天 冬 氮 酸 蛋白 酶 和 金属 蛋白 酶 
这 两 类 蛋白酶 催化 的 反应 比较 直接 ,只 有 一 次 亲 核 进攻 , 且 亲 核 试 剂 都 是 水 分 子 , 因 此 没有 共 价 
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丝氨酸 蛋白 酶 共 使 
用 了 哪 几 种 催化 机 制 ? 哪 一 
种 贡献 最 大 ? 


某 些 琉 基 蛋白 酶 上 
起 亲 核 催化 的 Cys 被 Ser 再 
代 以 后 仍然 保持 着 活性 , 砍 
些 则 不 行 ,为 什么 ? 
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天 冬 氨 酸 蛋白 酶 和 
金属 蛋白 酶 





10-17 HIV 蛋白 酶 的 二 
聚 体 三 维 结构 


催化 。 其 中 天 冬 氮 酸 和 蛋白酶 的 催化 涉及 两 个 重要 的 Asp 残 基 , 它们 协调 一 致 ,交替 充当 广义 的 酸 碱 催 
化 剂 ,而 金属 蛋白 酶 的 活性 绝对 需要 金属 离子 。 金 属 离子 的 作用 可 能 是 激活 水 分 子 , 或 者 进行 路 易 斯 
酸 催化 。 

对 于 大 多 数 天 冬 氮 酸 和 蛋白 酶 而 言 , 都 具有 由 两 叶 ( 每 一 叶 相 当 于 一 个 结构 域 ) 组 成 CN 端 和 C 端 
各 成 一 叶 ) 的 三 级 结构 。 两 叶 差 不 多 呈 两 重 对 称 , 少 数 为 同 源 二 聚 体 ,例如 明和 蛋白 酶 .组 织 蛋 白 酶 D 
(cathepsin D) 凝 乳 酶 (chymosin) 绷 素 和 艾滋 病 病毒 -1(HIV-1) 和 蛋白 酶 。 这 些 天 冬 氮 酸 蛋白 酶 在 中 性 
或 住 酸 的 条 件 下 活性 最 高 ,与 丝 气 酸 蛋白 酶 一 样 , 在 功能 上 要 么 属于 消化 酶 ,如 胃 和 蛋白 酶 和 凝 乳 酶 ,要 
么 属于 调节 酶 ,如 明 素 参与 调节 血管 紧张 素 的 活性 。 

HIV-1 蛋白酶 是 一 种 比较 新 颖 的 天 冬 氮 酸 蛋白 酶 , 它 在 HIV-1 生活 史 中 负 责 切 开 其 基因 组 编码 
的 多 聚 蛋 白质 产 物 ,促进 新 病毒 颗粒 的 成 熟 (参看 第 三 十 八 章 "基因 组 RNA 的 复制 ” )。 与 其 他 天 冬 氮 
酸 和 蛋白 酶 不 同 的 是 , 它 是 一 个 同 源 二 聚 体 蛋白 。 由 于 HIV-1 蛋白 酶 活性 中 心 高 度 对 称 性 (与 其 他 天 冬 
氮 酸 和 蛋白酶 相 比 ) (图 10-17), 因此 完全 可 以 筛选 出 一 种 高 度 对 称 性 的 抑制 剂 一 一 仅仅 抑制 HIV-1 和 蛋 
白 酶 活性 ,而 不 会 抑制 人 体内 正常 的 天 冬 氨 酸 和 蛋白酶 。 





二 、 溶 菌 酶 

溶菌 酶 广泛 存在 于 动 ` 植 物 中 , 早 在 1922 年 就 由 Alexander Fleming 发 现 。 人 溶菌 酶 主要 分 布 在 
眼泪 、 血 液 和 唾液 的 白细胞 之 中 。 洲 菌 酶 并 不 能 直接 裂解 细菌 ,而 是 通过 水 解 细菌 细胞 壁 上 的 肽 聚 糖 ， 
导致 细菌 不 能 抵抗 渗透 压 的 变化 而 发 生 裂解 (图 10-18)。 肽 聚 糖 是 由 短 肽 和 多 糖 形成 的 共 价 复 合 
物 (参看 第 十 五 章 “ 糖 类 ”), 其 中 的 多 糖 链 是 由 N- 乙酰 胞 壁 酸 (NAM) 和 V- 乙酰 葡 糖 胺 (NAC) 通 
过 p-1,4 糖 萌 键 相连 。 
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鸡蛋 的 蛋清 是 溶菌 酶 很 好 的 来 源 , 其 中 的 浴 菌 酶 含有 129 个 氨基 酸 残 基 和 4 个 二 硫 键 。 溶 菌 酶 
是 第 一 个 使 用 X 射线 得 到 三 维 结构 的 酶 。 研 究 表明 ,其 活性 中 心 是 一 个 长 而 深 的 裂缝 ,正好 可 以 
容纳 6 个 单 糖 单位 。 如 此 多 的 单 糖 单位 结合 在 活性 中 心 ,意味 着 底 物 与 活性 中 心 之 间 形 成 了 大 量 的 
氧 键 。 

无 然 的 底 物 在 活性 中 心 上 不 稳 ee 





定 ,因此 并 不 适合 用 来 研究 活性 中 CHzoH 9H2oH 9H2oH 
心 的 结构 。 而 使 用 天 然 底 物 的 类 似 。 Ho 外 8 8 
HO 也 O HO 
19) 却 能 解决 许多 问题 。 6 LA 
按照 这 样 的 思路 ,给 溶菌 酶 提供 版 如 
不 同 长 度 的 寡 聚 NAG( 各 个 单 糖 残 基 NAG NAG NAG 


从 非 还 原 端 到 还 原 端的 次 序 , 按 A、 
BCJDJEAF 等 的 次 序 编导 ) 水 解 的 ， 转 10-19 (NAG) 的 人 结构 
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结果 见 表 10-2: 


m 表 10-2 溶菌 酶 对 不 同 底 物 水 解 的 相对 速率 






NAG) 水 解 的 相对 速率 
(NAGJ); 4 000 
(NAG)。 30 000 
(NAG) 30 000 










。 水解 的 相对 速率 
(NAG)， 0 
(NAG); 1 












表 中 的 数据 显示 ,(NAG) 和 (NAG)， 非常 稳定 ,这 意味 着 A-B 和 B-C 之 间 的 糖苷 键 不 大 可 能 水 解 。 

由 于 酶 分 子 上 与 C 结合 的 位 点 上 不 适合 结合 NAM ,因此 ,细菌 细胞 壁 上 合适 的 底 物 序列 一 定 是 : 
NAGC 一 NAM 一 NAC 一 NAM 一 NAGC 一 NAM 
人 B C D 忆 F 

如 果 要 让 NAG 更 好 地 与 酶 活性 中 心 上 的 D 位 点 结合 ,就 需要 糖 环 的 扭曲 。 这 里 涉及 酶 诱导 的 底 
物 形 变 。 因 为 溶菌 酶 只 能 特异 性 地 切 开 NAM 一 NAG 之 间 的 键 , 所 以 C 一 D 和 了 一 F 之 间 的 键 不 能 被 
水 解 。 通 过 排除 法 ,能 水 解 的 位 点 只 能 是 D 一 E 之 间 的 糖苷 键 了 。 那 么 ,D 一 E 之 间 的 哪 一 个 碳 氧 键 被 
切 开 了 呢 ? 使 用 “0 标记 的 水 可 以 巧妙 地 解决 这 个 问题 。 由 于 碳 氧 键 断 裂 以 后 ,“0 只 出 现在 C1 位 置 
上 ,因此 可 以 推断 ,被 切 开 的 碳 氧 键 是 C1-O。 








综合 其 他 方面 的 研究 成 果 ,现在 认为 溶菌 酶 的 作用 机 制 可 分 为 以 下 几 步 : 
1. Glu35 作为 广义 酸 将 其 羧基 上 的 质子 提供 给 D 一 E 糖苷 键 上 的 0 ,导致 糖苷 键 的 断裂 。 





半 椅 式 


10-20 溶菌 酶 催化 过 程 
中 D 位 点 糖 环 的 构象 变化 





2. D 位 点 上 的 C1 带 上 正 电荷 ,成 为 一 个 不 稳定 的 碳 正 离子 中 间 物 。 这 种 不 稳定 的 中 间 物 因为 D 
位 点 糖 环 的 扭曲 (从 棒 式 变 成 半 椅 式 ) (图 10-20) 以 及 Asp52 所 带 的 负电 荷 的 中 和 作用 而 得 以 稳定 。 

(NAGC)4 内 酯 类 似 物 (lactone analogue) 的 D 环 也 是 半 椅 式 构象 (图 10-21), 与 过 渡 态 十 分 相似 , 因 
此 它 是 溶菌 酶 的 强 抑制 剂 。 
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Two -wm nn WARGAD wa 


溶菌 酶 共 使 用 哪 几 
种 催化 机 制 ? 


本 章 小 结 填 填 看 
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CC 一 和 〇 Q C 一 OO 
SS 让 SA 
区 iC 一 杏 2 各 
(NAG)3 和 一 (NAG)3 一 
NHCOCH; NHCOCHD 
(NAG)4 碳 正 离子 衍生 物 (NAG)4 内 酯 类 似 物 
(过 渡 态 中 间 物 ) (过 渡 态 类 似 物 ) 


伟 10-21 溶菌 酶 的 过 渡 态 中 间 物 和 过 渡 态 类 似 物 


3. E-F 二 糖 单位 通过 扩散 离开 酶 活性 中 心 。 
4. 碳 正 离子 中 间 物 与 溶剂 中 的 -OH 反应 ,产生 (NAC)4。 


SN | Asp 
D 全 二 
= 52 
人 





5. (NAG), 扩散 离开 酶 活性 中 心 ,Clu35 重新 质子 化 。 


推荐 网 址 : 
1. http :Wen.wikipedia.org/wiki/Enzyme_catalysis (维基 百科 有 关 酶 催化 机 制 的 内 容 ) 
2. http://www.cryst.bbk.ac.uk/PPS2/course/section12/enzymes.html( 内 有 丝氨酸 蛋白 催化 机 制 的 详细 介绍 ) 


3. http :人 Wwww.nature.com/scitable/topicpage/enzyme-catalysis-the-serine-proteases-14398894 (Naiure 杂志 


图 书馆 提供 的 有 关 丝 氨 酸 蛋白 酶 催化 机 制 的 最 新 内 容 ) 
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名” 第 十 一 章 ， 核 酶 的 结构 与 功能 


核 酶 就 是 RNA 催化 剂 。 它 的 发 现 意义 重大 ,不 但 纠正 了 人 们 认为 酶 都 是 蛋白 质 的 传统 观念 ,而 
且 对 探索 生命 的 起 源 很 有 启发 意义 。 在 漫长 的 生命 进化 过 程 中 , 地球 上 很 可 能 曾 出 现 过 一 个 奇特 的 
由 RNA 独 领 风 骚 的 “RNA 世界 "”。 那 时 , 既 无 DNA ,又 无 蛋白 质 ,但 有 RNA。 在 RNA 世界 里 ,RNA 不 
仅 充 当 遗 传 物质 ,还 行使 催化 功能 。 然 而 , 随 着 生命 的 不 断 进 化 ,原始 RNA 的 两 项 功能 分 别 “让 位 ”给 
了 DNA 和 和 蛋白 质 , 那 些 至 今 仍然 保留 催化 活性 的 RNA 似乎 是 这 种 进化 历程 留 下 的 “活化 石 "。 目 前 
有 很 多 证 据 支 持 这 种 学 说 的 正确 性 ,事实 上 ,许多 重要 的 证 据 就 隐藏 在 现代 的 活 细胞 内 部 。 

既然 核 酶 也 属于 酶 ,就 应 该 具有 酶 的 一 切 性 质 。 但 作为 一 种 最 古老 的 生物 催化 剂 , 核 酶 催化 反应 
的 种 类 和 效率 与 基于 蛋白 质 的 酶 相 比 ,还 存在 一 些 不 足 。 正 因为 如 此 ,现代 的 细胞 主要 使 用 蛋白 质 作 
为 催化 剂 ,但 少数 核 酶 仍然 被 使 用 ,是 因为 它们 催化 的 反应 已 能 完全 满足 细胞 功能 的 需要 ,在 生命 的 
进化 过 程 中 ,缺乏 被 能 行使 相同 功能 的 蛋白 质 取代 的 选择 性 压力 。 

本 章 将 主要 介绍 核 酶 的 主要 类 型 .催化 机 制 与 应 用 以 及 支持 “RNA 世界 "学 说 的 主要 证 据 。 


第 一 他 ” 核 酶 的 种 类 


到 目前 为 止 ,已 发 现 近 十 种 天 然 的 核 酶 。 这 些 天 然 的 核 酶 在 细胞 里 催化 不 同 的 反应 。 根 据 分 子 
的 大 小 和 催化 机 制 , 核 酶 可 以 分 为 小 核 酶 和 大 核 酶 ,其 中 小 核 酶 的 大 小 40~154 nt, 大 核 酶 有 几 百 个 到 
几 千 个 nt。 

小 核 酶 一 般 来 源 于 某 些 动 . 植 物 病毒 的 卫星 RNA, 主要 包括 锤 头 状 (hammerhead) 核 酶 .发 夹 状 
(hairpin) 核 酶 、D 型 肝炎 病毒 (hepatitis delta virus ,HDV)RNA 、Varkud 卫星 (Varkud satellite,VS) 核 酶 
ER 和 Glms 核 开 关 。 这 些 核 酶 除了 Glms 核 开 关 以 
ah 外 ,都 能 催化 近乎 相同 的 剪 切 反应 ,在 宿主 细胞 内 

都 是 通过 互补 的 RNA 中 间 物 进行 滚 环 复制 (图 











滚 环 复制 
0 11-1), 但 在 二 级 结构 和 三 级 结构 上 差别 很 大 。 滚 
环 复 制 产 生 的 是 多 个 拷贝 串联 在 一 起 的 多 聚 体 ， 
| 需要 通过 自我 剪 切 的 方式 将 单 体 释放 出 来 。 
-NA = -RNA 大 核 酶 包括 工 组 和 开 组 自我 剪接 的 内 含 子 
NA | Ne (self-splicing introns 狼 催化 真 核 细 胞 核 mRNA 前 体 
剪接 的 剪接 体 (spliceosome 儿 催化 tRNA 前 体 在 9 
十 RNA 二 RNA 十 RNA 
| mm 端 后 加 工 的 核糖 核酸 酶 P 和 催化 蛋白 质 生 物 合成 
~ ~ 1  .。， 的 核 六 体 。 
+RNA +RNA +RNA 
| | 下 | 除了 以 上 这 些 天 然 的 核 酶 以 外 ,人 们 使 用 指 


数 富 集 式 配 体系 统 进 化 (SELEX) 技术 ,已 从 人 工 
构建 的 序列 库 中 筛选 到 自然 界 并 不 存在 的 核 酶 。 
在 体外 催化 反应 的 类 型 上 ,这 些 人 工 核 酶 大 大 超 


过 了 细胞 内 现存 的 天 然 核 酶 ,至 少 包括 :催化 RNA 
图 11-1 RNA 的 滚 环 复制 以 及 了 代 RNA 的 成 熟 。 复制 的 RNA 复制 酶 ;催化 RNA 转录 的 RNA 聚合 


《11， 


哪些 天 然 核 酶 存在 
于 所 有 生物 的 体内 ? 哪些 存 
在 于 所 有 的 真 核 生 物体 内 ? 
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你 认为 核 酶 的 动力 
学 曲线 是 双 曲 线 还 是 S 型 ? 


为 什么 ? 
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框 11-1 生化 热点 一 DNA 也 能 催化 吗 ? 

在 各 种 天 然 核 酶 和 人 工 核 酶 被 发 现 以 后 ,科学 家 们 一 直 在 思考 ,是 否 有 DNA 也 能 行使 催化 ? 由 于 细 
胞 内 DNA 绝 大 多 数 都 是 以 双 螺旋 结构 存在 的 ,这 种 千篇一律 的 结构 限制 使 其 不 大 可 能 与 底 物 结 合并 催 
化 反应 。 然 而 ,人 工 合 成 的 单 链 DNA 缺少 了 双 链 DNA 在 结构 上 的 限制 ,可 以 像 单 链 RNA 一 样 折 释 成 
丰富 多 彩 的 三 维 结构 ,会 不 会 少数 也 有 催化 功能 呢 ? 

1994 年 ,Breaker R R 等 人 使 用 SELEX 技术 进行 体外 筛选 (in vitro selection) (参看 第 四 十 四 章 “ 重 
组 DNA 技术 ”第 八 节 内 容 ), 从 蝴 机 建立 的 单 链 DNA 库 中 ,率先 得 到 了 一 种 具有 催化 性 质 的 人 工 DNA， 
该 DNA 能 在 Pb” 存在 的 情况 下 ,催化 RNA 的 剪 切 。 在 随后 的 十 几 年 中 ,又 有 多 种 具有 催化 活性 的 人 
工 DNA 被 筛选 出 来 ,催化 的 反应 包括 DNA 连接 .RNA 连接 .DNA 磷酸 化 `.DNA 腺 音 酸 化 .DNA 剪 切 、 
DNA 的 水 解 、. 路 呆 金 属 化 、 喀 啶 二 聚 体 的 修复 、 核 肽 键 的 形成 (nucleopeptide bond) 以 及 碳 一 碳 键 的 形成 。 
这 些 具 有 催化 活性 的 DNA 也 可 被 称 为 脱氧 核 酶 (deoxyribozyme)。 在 这 些 由 DNA 催化 的 反应 中 , 底 物 多 
数 是 DNA, 原 因 是 DNA 本 身 就 有 与 其 他 核酸 通过 互补 碱 基 对 结合 的 内 在 性 质 。 

然而 ,迄今 为 止 ,还 没有 在 任何 生物 、 任 何 细胞 中 发 现 有 催化 活性 的 天 然 DNA, 这 与 核 酶 是 不 一 样 的 。 


酶 ;催化 ATP 的 )- 磷酸 基 团 转移 到 RNA 5'- 或 2-OH 的 多 核 背 酸 激酶 ;催化 氨 酰 基 从 Phe-AMP 转 
移 到 RNA 3' 端 的 氨 酰 -RNA 合成 酶 ;催化 C 一 N 键 和 C 一 S 键 形成 的 酶 ;催化 酰胺 键 形成 的 酶 ;催化 碱 
基 和 戊 糖 形成 核 苷 酸 的 酶 ;催化 尿 苷 酸 甲 基 化 形成 胸 背 酸 的 合 酶 ;催化 脂 酰 -CoA 合成 的 合成 酶 等 。 
这 些 核 酶 很 可 能 在 生命 的 进化 过 程 中 出 现 过 ,属于 从 RNA 世界 过 渡 到 现代 的 生命 世界 中 失落 的 环节 。 


二 节 ，” 核 酶 的 催化 机 制 


核 酶 与 起 催化 作用 的 蛋白 质 具 有 许多 相同 或 相似 的 特征 ,包括 只 改变 反应 速率 ,不 改变 平衡 党 
数 ;具有 很 高 的 底 物 专 一 性 ;对 温度 和 pH 等 因素 的 变化 敏感 ;具有 较 高 的 催化 效率 ,例如 ,HDV 核 酶 
的 周转 数 为 10~10' s ,这 与 核 灶 核 酸 酶 A 不 相 上 下 (~10 s- ); 也 可 以 使 用 辅助 因子 来 协助 催化 ,例如 ， 
绝 大 多 数 核 酶 需要 金属 离子 为 辅助 因子 , I 组 内 含 子 使 用 乌 背 或 鸟 苷 酸 为 辅助 因子 ; 酶 活性 既 可 以 受 
到 激活 ,也 可 以 受到 抑制 ,例如 ,Glms 核 开 关 能 受到 6- 磷酸 葡 糖 胺 的 激活 ,也 能 受到 6- 磷酸 葡 糖 的 
竞争 性 抑制 ; 酶 的 活性 也 依赖 于 其 特有 的 三 维 结构 ,特别 是 活性 中 心 的 结构 ,并 且 也 是 通过 稳定 反应 
的 过 渡 态 .降低 反 应 的 活化 能 来 提高 反应 速率 的 。 

然而 ,与 基于 蛋白 质 的 酶 相 比 ,天 然 核 酶 能 催化 的 反应 较为 单调 。 几 乎 所 有 已 知 的 天 然 核 酶 催化 
的 都 是 与 磷酸 二 酯 键 有 关 的 转 酯 反应 ,功能 一 般 为 RNA 的 后 加 工 。 而 且 , 大 多 数 核 酶 属于 自 催化 , 即 
催化 自身 分 子 内 的 反应 。 这 与 酶 的 确切 含义 有 别 ,原因 是 真正 的 酶 在 催化 反应 结束 以 后 ,自身 的 结构 

应 该 有 变化 。 核 酶 催化 的 反应 有 限 ,这 是 因为 其 活性 中 心 能 够 提供 的 催化 基 团 很 有 限 。 和 蛋白 质 共 
有 10 种 蛋白 质 氮 基 酸 的 侧 链 具 有 不 同 的 pK., 特 别 是 His ,其 侧 链 的 pK. 接近 生理 pH。 然 而 ,RNA 只 
有 4 种 碱 基 组 成 , 且 大 都 埋 在 具有 高 度 的 负电 荷 的 磷酸 核糖 骨架 上 。 碱 基 的 pK. 要 么 太 低 (A 和 C 分 
别 是 3.5 和 4.2), 要 么 太 高 (G 和 TU 分 别 是 9.8 和 10.5)。 在 核 酶 的 活性 中 心 , 碱 基 一 般 很 难 有 效 地 作为 
广义 的 酸 碱 催化 剂 去 参与 催化 。 正 因为 如 此 ,几乎 所 有 天 然 的 核 酶 (可 能 的 例外 是 发 夹 状 核 酶 ) 都 绝 
对 需要 二 价 的 金属 离子 Mg ”或 Mn “*。 这 两 种 金属 离子 所 起 的 作用 可 能 是 结构 上 的 ,也 可 能 直接 参与 
众 化。 金属 离子 起 结构 性 作用 的 典型 例子 是 四 膜 虫 的 工 组 内 含 子 核 酶 , 它 的 一 个 亚 结构 域 的 折 笃 依 
赖 于 3 个 Mg ”与 2 个 磷酸 基 团 的 结合 。 这 种 结合 使 得 RNA 能 够 形成 里 朝 外 或 内 翻 的 结构 , 即 磷酸 基 
团 伸 向 内 部 , 碱 基 朝 外 指向 溶剂 ;金属 离子 参与 催化 的 典型 例子 也 是 四 膜 虫 的 工 组 内 含 子 , 其 活性 中 


心 绝 对 需要 2 个 Mg 参与 催化 。 

金属 离子 要 是 参与 催化 , 那 所 起 的 作用 要 么 是 激活 亲 核 基 团 ,要 么 是 稳定 转 酯 反应 内 的 离 去 基 
困 。 例 如 , 工 组 内 含 子 活性 中 心 的 2 个 Mg ,一 个 激活 亲 核 基 团 ,一 个 稳定 离 去 基 团 。 然 而 , 核 酶 并 不 
限于 金属 催化 , 某 些 核 酶 也 可 能 使 用 广义 的 酸 碱 催 化 。 对 于 这 些 核 酶 而 言 ,其 活性 中 心 的 碱 基 或 核糖 
羟基 ,甚至 主 链 上 的 磷酸 基 团 都 可 作为 质子 供 体 或 受 体 参与 催化 。 还 有 的 核 酶 使 用 其 他 辅助 因子 来 
协助 催化 ,以 弥补 活性 中 心 催化 基 团 的 不 足 。 下 面 就 分 别 简要 介绍 小 核 酶 和 大 核 酶 的 催化 机 制 。 


一 、 小 核 酶 的 催化 机 制 
SO 汪 AR 
5 RNA 5 RNA 5 RNA 连接 (cleavageligation) 反应 ,催化 机 制 都 涉及 
进 由 到 一 个 被 激活 的 亲 核 基 团 对 一 个 磷酸 二 酯 键 的 
区 SA Se 进攻 ,形成 五 价 克 过 渡 态 或 半 训 期 极 短 的 中 间 
des | 1 _ JI 和 。 物 , 然 后 是 一 个 离 去 的 氧 原子 。 反 应 的 结果 是 
o 下 -oO MG | 疝 了 SS 到 酸 基 团 的 立体 化 学 发 生变 化 。 这 些 核 本 在 从 
0 碱 基 区 0_ 破 基 化 机 制 上 的 差别 主要 是 亲 核 基 团 和 离 去 基 团 的 
下 和 人，| 亲人 不同。 如 图 11-2 所 示 ,4 种 小 核 酶 都 使 用 内 部 
员 中 下 紧 靠 剪 切 点 的 一 个 核 苷 酸 上 的 2 -OH 为 亲 核 基 
加 rRNA 3 团 ,去 取代 剪 切 点 上 的 酸 二 酯 键 的 %_0, 反 应 


产物 为 带 有 2' ,3'- 磷酸 二 酯 键 的 RNA 和 一 个 

游离 的 $ -OH。 这 样 的 反应 与 RNA 的 碱 水 解 很 
相似 ,但 核 酶 催化 的 是 特定 位 置 的 单个 磷酸 二 酯 键 的 水 解 。 除 了 发 夹 状 核 酶 以 外 ,其 他 都 需要 金属 离 
子 协助 催化 。 金 属 离子 的 结合 位 点 是 高 度 特 异性 的 ,不 可 以 用 其 他 带 正 电荷 的 离子 代替 。 

以 锤 头 核 酶 为 例 , 这 一 类 核 酶 属于 天 然 核 酶 中 最 小 的 ,只 有 约 40 nt, 因 二 级 结构 形 如 锤 头 (图 
11-2) 而 得 名 。 所 有 锤 头 核 酶 都 含有 三 个 碱 基 配 对 的 葵 ( 葵 工 . 葵 下 和 茎 亚 ) 和 一 个 高 度 保守 的 为 切割 
所 必需 的 CUGA 序列 。 三 个 葵 的 序列 可 以 变化 ,但 必须 维持 Watson-Crick 碱 基 对 。 中 央 核 心 区 序列 
在 各 种 锤 头 核 酶 内 是 高 度 保守 的 。 

中 央 核 心 区 包括 两 个 结构 域 :结构 域 I 由 CUGA 序列 和 尿 苷 转角 (the uridine turn) 组 成 , 紧 靠 

I ;结构 域 开 由 非 Watson-Crick 碱 基 对 组 成 ,将 茎 正和 茎 亚 连 接 起 来 。 

剪 切 反应 开始 于 催化 位 点 上 的 胞 苷 酸 2 -OH 上 的 氧 对 邻近 核 音 酸 3'- 磷酸 基 团 的 亲 核 进攻 ,Me' 
在 其 中 也 起 作用 。 亲 核 进 攻 最 终 导致 3 ,3'- 磷酸 二 酯 键 的 断裂 ,同时 产生 2 ,3' - 环形 核 背 酸 残 基 ( 图 
11-3)。 此 外 , 锤 头 状 核 酶 活性 中 心 有 两 个 不 变 的 G, 其 中 一 个 G(G12) 的 N1 靠近 2 -OH, 另 一 个 G(G8) 


图 11-2 2 小 核 酶 所 催化 的 反应 的 基本 步骤 
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活性 中 心 发 生 的 反应 
侠 11-3， 锤 头 核 酶 的 二 级 和 三 级 结构 以 及 可 能 的 催化 机 制 
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《1 


发 夹 状 核 酶 、HDYV 
核 酶 和 GlImS 核 开关 核 酶 





核糖 核酸 酶 P 





11-4 ”核糖 核酸 酶 P 催 
化 的 剪 切 反应 


当初 在 Altman 宣 
布 核糖 核酸 酶 P 是 核 酶 以 
后 ,很 多 怀疑 论 者 认为 ,他 们 
分 离 到 的 RNA 仍然 有 痕 量 
的 蛋白 质 存在 , 正 是 残留 的 
蛋白 质 在 起 催化 作用 。 对 
此 , 试 设计 一 个 实验 来 支持 
Altman 的 结论 。 


[组 和 下 组 内 含 子 





170 


的 2-OH 靠近 $ -0 离 去 基 团 。 这 两 个 G 也 可 能 参与 催化 ,其 中 第 一 个 G 激活 亲 核 基 团 ,第 二 个 G 稳 
定 离 去 基 团 。 

除了 锤 头 核 酶 以 外 ,发 夹 状 核 酶 、HDV 核 酶 和 Glms 核 开 关 核 酶 也 属于 小 核 酶 。 其 中 ,发 夹 状 核 
酶 来 自 一 些 植物 病毒 的 卫星 RNA ,如 马铃薯 环 斑 病 毒 (tobacco ringspot virus) 卫星 RNA、 菊 莒 根 黄 斑 病 
毒 (chicory yellow maottle virus) 卫星 RNA 和 南 芥 菜花 叶 病 毒 (arabis mosaic virus) 卫星 RNA;HDYV 为 人 
乙 型 肝炎 病毒 (HBV) 的 卫星 病毒 ;Clm 核 开 关 来 自 枯草 杆菌 ,位 于 编码 6- 磷酸 葡 糖 胺 (glucosamine- 
6-phosphate, ClecN6P) 合 成 酶 的 mRNA 在 $ 端的 非 翻 译 区 。 


二 、 大 核 酶 的 催化 机 制 

大 核 酶 催化 的 反应 有 剪 切 反应 .剪接 反应 和 转 肽 反应 。 其 中 最 典型 的 代表 是 存在 于 所 有 细胞 中 
的 核糖 核酸 酶 P。 

核糖 核酸 酶 P 催化 的 是 tRNA 前 体 在 $ 端的 后 加 工 反应 (图 11-4)。 在 它 的 催化 下 ,tRNA 的 前 体 
在 3 端 某 一 特定 的 位 置 被 引入 一 个 切口 ,产生 带 有 引 磷酸 基 团 的 tRNA, 以 及 原来 位 于 tRNA 前 体 $ 端 
的 一 段 前 导 序 列 。 鉴 于 核糖 核酸 酶 P 使 用 的 底 物 都 是 外 源 的 ,因此 它 是 真正 意义 上 的 酶 。 

与 其 他 核 酶 不 同 的 是 ,核糖 核酸 酶 P 使 用 水 分 子 作为 亲 核 基 团 ,并 且 , 核 糖 核酸 酶 P 既 含 有 RNA， 
又 含有 和 蛋白质。 例如 ,大 肠 杆 菌 的 核糖 核酸 酶 P 含 有 一 个 由 377 nt 组 成 的 MI RNA 和 一 个 由 119 个 
氮 基 酸 残 基 组 成 的 C5 蛋 白 .Sidney Altman 的 研究 表明 ,M1 RNA 在 高 盐 浓 度 下 能 独立 地 完成 催化 反应 ， 
但 有 C5 蛋白 可 使 反应 速率 提高 2~3 个 数量 级 。C5 蛋白 所 起 的 作用 是 作为 一 种 碱 性 蛋白 ,降低 Ml 
RNA 与 tRNA 底 物 之 间 的 静电 排斥 力 , 即 提高 核 酶 与 底 物 之 间 的 亲和力 ,还 可 能 通过 增强 金属 离子 与 
酶 活性 中 心 的 亲 和 性 而 协助 催化 ,以 及 促进 产物 的 释放 。 

2010 年 9 月 美国 西北 大 学 的 Nicholas J. Reiter 等 人 ,分 别 得 到 了 海 栖 热 袍 菌 (Tjermotoga maritime) 
的 核糖 核酸 酶 P 全 酶 在 两 种 情况 下 的 晶体 结构 (图 11-5): 一 种 情况 仅仅 是 与 成 熟 的 tRNA 形成 的 复 
合 物 , 另 外 一 种 情况 是 多 了 tRNA 前 体 在 5 端 被 切 下 的 前 导 序列 。 从 晶体 结构 中 可 以 看 出 ,核糖 核酸 
酶 P 的 和 蛋白质 部 分 与 底 物 , 即 tRNA 前 体 长 达 59 nt 的 前 导 序 列 结合 ,而 RNA 部 分 (P RNA) 在 多 个 位 
点 与 tRNA 发 生 作 用 ,包括 P RNA 的 S 结构 域 与 RNA 的 T 亚 C 环 和 D 环 之 间 的 碱 基 堆 积 、 在 tRNA 
受 体 茎 内 的 A- 小 沟 作 用 ,以 及 与 TRNA 的 3' 端 几 个 碱 基 形 成 的 标准 碱 基 对 。 整 个 P RNA 共有 两 个 结 
构 域 ,一 个 是 特异 性 结构 域 (specificity domain,S 结构 域 ), 另 一 个 是 催化 结构 域 (catalytic domain,C 结 
构 域 ), 两 个 结构 域 通过 一 个 共 轴 螺旋 相连 ,其 中 涉及 多 个 远程 作用 ,包括 所 有 生物 P RNA 共同 的 5 个 
保守 的 区 域 (CR-I-CR-V)。 这 些 保 守 的 区 域 形 成 两 个 功能 区 ,一 个 区 参与 识别 底 物 , 另 一 个 区 形成 活 
性 中 心 的 结构 框架 。 

核糖 核酸 P 的 催化 机 制 是 依赖 于 2 个 Mg” 的 双 金 属 催化 (图 11-6),1 个 Mg (Mg) 激 活 充 当 亲 
核 试 剂 的 羟基 ,使 这 个 羟基 进行 亲 核 取代 ,形成 一 个 新 的 键 , 取 代 在 3' 端 切 开 的 磷酸 基 团 上 的 氧 。 另 1 
个 Mg (Mg”) 与 水 分 子 结合 ,促使 质子 转移 给 在 3' 端 切 开 的 磷酸 基 团 上 的 氧 ,从 而 促进 产物 的 释放 。 

除了 核糖 核酸 酶 P 以 外 , 工 组 和 开 组 内 含 子 .剪接 体 (spliceosome) 和 核糖 体 也 属于 大 核 酶 。 其 中 ， 
I 组 和 工 组 内 含 子 催化 自我 剪接 反应 ,剪接 体 催 化 真 核 细胞 核 mRNA 前 体 的 剪接 反应 (参看 第 三 十 七 
章 “ 转 录 后 加 工 ” ), 核 糖 体 催化 翻译 中 肽 键 的 形成 , 即 转 肽 反应 (参看 第 三 十 九 章 “蛋白质 的 生物 合成 
及 其 在 细胞 内 的 降解 ”)。 





第 三 节 ” 核 酶 发 现 的 意义 及 其 应 用 


有 关 地 球 上 生命 起 源 的 问题 一 直 是 众多 科学 之 谜 中 的 一 个 ,而 在 生命 进化 过 程 中 ,究竟 是 先 有 DNA， 
还 是 先 有 蛋白 质 ? 这 个 类 似 “ 先 有 鸡 ,还 是 先 有 和 蛋 " 的 问题 , 曾 长 期 在 生命 科学 界 争论 不 休 。 直 至 核 酶 被 发 
现 以 后 ,再 加 上 细胞 内 多 种 具有 不 同 结构 和 功能 的 RNA 被 相继 发 现 ,人 们 终于 意识 到 在 生命 的 进化 过 程 
中 ,RNA 占据 了 十 分 特殊 的 位 置 。 在 地 球 上 曾经 出 现 过 一 个 奇特 的 “RNA 世界 ”, 在 那个 世界 里 ,RNA 既 
充当 遗传 物质 ,又 行使 酶 的 功能 ,催化 自身 的 复制 和 提供 原始 生命 所 需要 的 其 他 催化 活性 。 显 然 , 它 的 
产生 先 于 蛋白 质 和 DNA( 图 11-7)。 然 而 , 随 着 生命 的 进化 ,生物 体内 的 代谢 越 来 越 复杂 ,对 生物 催化 剂 
的 要 求 就 越 来 越 高 ,RNA 作为 生物 催化 剂 固有 的 不 足 已 不 能 满足 需要 。 这 种 选择 性 压力 要 求 出 现 更 快 、 


从 地 球 的 原始 大 气 产生 原始 肉 汤 , 里 面包 括 核 苷 酸 


| 


具有 各 种 随机 序列 的 短 的 RNA 分 子 的 产生 
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自我 复制 的 催化 性 RNA 片段 的 选择 性 复制 


| 


由 RNA 催化 一 些 特 定 肽 类 的 合成 
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RNA 复制 中 肽 所 起 的 作用 被 强化 ;RNA 和 和 蛋 白质 共 同 演化 
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具有 RNA 基因 组 合 RNA- 蛋白 质 催 化 剂 的 原始 翻译 系统 的 出 现 和 发 展 
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逆转 录 酶 出 现 ,基因 组 RNA 开始 被 道 转录 成 DNA 


| 


DNA 基因 组 ,先进 行 转录 ,然后 进行 后 加 工 , 后 加 工 的 反应 有 的 由 
RNA 催化 ,最 后 进行 翻译 。 翻 译 发 生 在 RNA- 蛋白 质 的 复合 物 ( 核 
糖 体 ) 上 , 既 有 和 蛋白质 催化 的 反应 ,又 有 RNA 催化 的 反应 。 


更 强 、 更 好 的 催化 剂 ,于 是 基于 蛋白 
质 的 生物 催化 剂 出 现 了 ,并 逐步 取 
代 了 那些 已 不 能 满足 生命 更 高 要 求 
的 核 酶 ,而 少数 至 今 保 留 下 来 的 核 
酶 显然 仍然 能 够 完全 胜任 现代 细胞 
所 要 求 的 工作 , 故 还 没有 被 取代 的 
必要 。 

目前 已 积累 了 大 量 支持 RNA 
世界 学 说 的 证 据 , 主 要 包括 :CD RNA 
也 可 以 充当 遗传 物质 ,很 多 病毒 (如 
HIV 和 流感 病毒 ) 以 RNA 为 遗传 物 
质 。@) RNA 可 以 充当 酶 ,而 且 可 以 
催化 多 种 不 同 的 反应 。 现代 细胞 里 ， 
还 残留 的 天 然 核 酶 能 够 催化 蛋白 质 
的 合成 (核糖 体 ) 催 化 转录 后 加 工 
(核糖 核酸 酶 P、 工 组 和 开 组 内 含 子 、 
剪接 体 ) 参 与 RNA 的 复制 (垂体 状 
核 酶 、 发 夹 状 核 酶 和 HDV 核 酶 ) 参 
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， 赎 11-6 ”核糖 核酸 酶 P 的 催化 机 制 


如 果 你 被 派 往 其 他 
星球 ,去 寻找 有 没有 生命 ,你 
应 该 根据 哪 一 种 分 子 的 有 无 
来 判断 外 星 生 命 是 否 存在 ? 
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与 基因 表达 的 调控 (Clms 核 开 关 )。 而 通过 SELEX 技术 制备 筛选 出 来 的 核 酶 催化 的 反应 种 类 就 更 多 了 ， 
这 些 人 工 核 酶 也 许 曾 经 在 RNA 世界 中 出 现 过 ,只 不 过 因为 后 来 跟 不 上 生物 进化 的 步伐 而 被 淘汰 了 。 
图 现代 的 细胞 里 ,有 各 种 不 同 的 RNA, 它 们 具有 多 项 不 同 的 功能 。 除 了 作为 酶 和 某 些 病毒 的 遗传 物 

质 以 外 ,还 有 其 他 多 个 重要 的 功能 。 由 RNA 也 能 参与 转录 校对 ,这 对 于 当初 *RNA 世界 ” 的 RNA 
复制 的 忠实 性 极为 重要 ,就 像 现代 的 细胞 的 DNA 复制 需要 通过 DNA 聚合 酶 的 自我 校对 来 提高 忠 
实 性 一 样 。 根 据 Zenkin N. 等 人 在 2006 年 于 Science 发 表 的 一 篇 论文 Transcript-4ssisted Transcriptionaz 
Proofjeading 的 结果 ,在 DNA 进行 转录 的 时 候 ,RNA 事实 上 在 催化 自己 的 校对 。 如 图 11-9 所 示 ,一 个 
错误 参 和 人 的 核 苷 酸 能 够 折 回 到 前 一 个 核 背 酸 的 位 置 ,在 Mg”* 和 水 的 存在 下 ,从 而 催化 自己 从 转录 物 
的 3' 端 水 解 下 来 。@ 细 胞 在 合成 核 昔 酸 的 时 候 , 先 合成 RNA 的 组 成 单位 核糖 核 苷 酸 , 然 后 再 合成 
DNA 的 组 成 单位 脱氧 核 苷 酸 , 即 脱氧 核 苷 酸 是 由 核糖 核 昔 酸 还 原 而 来 。 此 外 ,细胞 是 先 合成 一 般 被 
认为 是 RNA 特有 的 碱 基 U ,然后 再 合成 DNA 特有 的 碱 基 T( 参 看 第 三 十 二 章 “ 核 昔 酸 代谢 ”)。@ 许 
多 基于 和 蛋白 质 的 酶 所 需要 的 辅助 因子 含有 腺 苷 或 腺 苷 酸 ,如 FAD、NAD*、NADP" 和 CoA (参看 第 十 四 
章 “维生素 与 辅酶 ”)。 
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11-8 RNA 协助 的 转录 校对 (Campbell 等 ,2009) 


核 酶 的 发 现 对 理解 生命 的 起 源 和 进化 具有 
十 分 重要 的 理论 意义 。 此 外 ,人 们 在 对 核 酶 的 
作用 机 制 有 了 深入 理解 的 基础 上 ,可 以 将 其 改 
造成 一 种 能 在 体内 定向 切割 特定 目标 RNA 分 
子 的 工具 ,并 应 用 于 多 项 研究 ,特别 是 医学 研究 
之 中 。 虽 然 大 多 数 天 然 的 核 酶 催化 的 是 自 切割 
反应 ,但 是 它们 的 活性 都 依赖 于 各 自 独特 的 一 
级 .二 级 结构 和 三 级 结构 ,特别 是 二 级 结构 和 三 
级 结构 。 同 时 ,它们 作用 的 机 理 主 要 依赖 于 特 
异性 序列 通过 互补 碱 基 对 来 识别 并 结合 特异 性 
目标 序列 ,因此 完全 可 以 在 得 到 一 个 特定 目标 11-9 计算 机 辅助 设计 出 来 的 抗 HIV 感染 的 核 酶 及 其 作 
RNA 的 序列 之 后 ,按照 - -种 核 酶 对 一 二、 三 级 。 用 点 目标 RNA 
结构 的 基本 要 求 ( 如 锤 头 状 核 酶 和 发 夹 状 核 酶 剪 切 点 的 一 致 序列 分 别 为 CUC*N 和 YN*GUC ,这 里 N 
表示 可 以 是 四 种 核 苷 酸 中 的 任何 一 种 ,Y 为 喧 核 苷 酸 ,* 为 切 点 ), 在 体外 设计 出 另外 一 种 RNA 分 子 。 
一 旦 这 种 RNA 分 子 与 特定 目标 RNA 分 子 相 遇 ,就 可 以 特异 性 结合 在 一 起 ,并 自 组 装 成 特定 核 酶 活性 
所 需要 的 二 级 结构 和 三 级 结构 。 于 是 ,特定 的 目标 RNA 分 子 充当 底 物 ,人 工 设 计 的 RNA 分 子 充当 酶 ， 
在 它们 结合 以 后 ,目标 RNA 分 子 就 可 以 在 特定 的 位 点 被 切 开 。 按 照 这 样 的 思路 ,人 们 已 经 设计 了 各 
种 各 样 的 核 酶 ,主要 有 锤 头 状 核 酶 发 夹 状 核 酶 和 HDV 核 酶 ,它们 作用 的 对 象 都 是 高 度 特 异性 的 ,可 








以 是 各 种 RNA 病毒 基因 组 上 特定 的 序列 ,也 可 以 是 细胞 内 特定 的 mRNA。 利 用 这 些 核 酶 ,人 们 可 以 
对 付 各 种 病原 体 ,进行 基因 治疗 研究 特定 基因 的 功能 。 当 由 一 个 特定 基因 编码 的 RNA 被 使 用 的 核 酶 
切割 以 后 ,必然 影响 到 该 基因 的 功能 ,并 可 能 给 生物 的 表 型 带 来 某 种 变化 , 借 此 可 以 推断 出 原来 基因 
的 功能 ,这 与 基因 毅 除 和 基因 获 减 技术 (参看 第 四 十 四 章 “ 重 组 DNA 技术 ”) 具 有 异曲同工 之 妙 。 例 如 ， 
HIV 的 引物 结合 位 点 (primer binding site,PBS) 是 一 个 18nt 的 高 度 保守 序列 , 它 和 宿主 细胞 的 tRNA 
的 3' 端 互补 。Amer M. Kechli 等 人 针对 这 段 序列 设计 了 锤 头 状 核 酶 ,成 功 地 抑制 了 HIV-1 在 体内 的 复 


框 11-2 生化 新 见解 一 一 “病毒 创造 了 DNA”? 

按照 “RNA 世界 " 的 学 说 ,生命 在 进化 的 过 程 中 ,是 先 有 RNA, 后 来 才 有 DNA 和 蛋白质。 然而 ， 
DNA 是 如 何 产生 的 ,又 是 如 何 取代 RNA 而 成 为 主要 的 遗传 物质 的 呢 ? 

“RNA 世界 "学 说 只 是 认为 ,DNA 比 RNA 稳定 ,在 生命 进化 很 早 的 阶段 ,取代 了 RNA, 并 成 为 
细胞 内 的 遗传 物质 ,因此 ,现在 地 球 上 三 大 生命 系统 一 一 细 苗 ` 古 菌 和 真 核 生物 最 后 的 共同 祖先 是 含有 
DNA 的 细胞 。 但 这 种 含有 DNA 的 远古 细胞 是 如 何 得 到 DNA 的 呢 ? 对 此 ,法 国 巴 斯 德 研究 所 的 Patrick 
Forterre 提出 了 一 个 十 分 新 颖 的 假说 (图 11-10)。Eorterre 认为 , 单 赁 遗传 物质 稳定 性 小 小 改进 的 这 点 
好 处 ,还 不 足 于 让 生命 系统 选择 放弃 RNA 改 用 DNA 作为 遗传 物质 ,而 是 远古 细胞 里 的 病毒 “发 明 ” 了 
DNA 作为 一 种 修饰 的 机 制 ,以 防止 它们 的 基因 组 受到 宿主 细胞 设计 的 降解 系统 的 破坏 。 当 今 的 病毒 有 
RNA 病毒 和 DNA 病毒 ,而 DNA 病毒 中 的 DNA 有 时 含有 或 羟 甲 基 C 代替 工 。 而 且 , 现 代 的 三 大 生 
命 系统 之 中 都 存在 有 专门 破坏 外 源 DNA 或 RNA 的 系统 。EForterre 认为 ,起 源 于 RNA 世界 的 原始 细胞 
含有 RNA 基因 组 ,还 有 RNA 病毒 。 在 进化 中 ,具有 DNA 基因 组 的 病毒 得 到 选择 ,是 因为 DNA 不 会 被 
当时 细胞 内 的 核酸 酶 降解 。 这 一 切 发 生 在 三 大 生命 系统 出 现 之 前 。 共 有 三 类 非 毒 性 的 DNA 病 才 Forterre 
将 其 称 为 创立 者 (founder) 病毒 ) 感染 三 大 生命 系统 的 祖先 ,它们 在 宿主 细胞 中 作为 DNA 质粒 进行 复制 ， 
其 中 有 两 种 亲缘 关系 更 近 , 分 别 感 染 古 菌 和 真 核 生物 的 祖先 ,而 另外 一 种 感染 的 是 细菌 的 祖先 。 慢 慢 地 宿 
主 细胞 将 它们 的 遗传 物质 转化 成 稳定 性 更 高 的 DNA , 那 时 逆转 录 酶 已 经 出 现 ,在 将 RNA 变 成 DNA 过 程 
中 起 十 分 关键 的 作用 ,就 像 它 现在 在 逆转 录 病 毒 中 所 起 的 作用 一 样 。 由 于 DNA 比 RNA 稳定 ,那些 没有 
被 DNA 病毒 感染 的 使 用 RNA 基因 组 的 细胞 不 会 成 为 DNA 细胞 ,它们 最 终 便 灭 绝 了 。 



























RNA 世界 一 DNA 世界 的 过 渡 DNA 世界 中 的 生命 


创立 者 病 毒 


11-10， 病毒 创造 DNA 学 说 的 图 解 (Madigan 等 ,2010) 


Forterre 假说 解释 了 细胞 内 DNA 的 起 源 , 提 供 了 一 种 DNA 逐步 取代 RNA 基因 组 的 机 制 。 重 要 的 是 ， 
假说 也 解释 了 相 比 于 转录 和 翻译 ,不 同 生命 系统 中 的 DNA 复制 .重组 和 修复 的 不 一 致 性 。 虽 然 该 假说 没 
有 完全 解释 病毒 的 起 产 , 但 解释 了 复制 系统 的 多 样 性 ,以 及 某 些 类 型 的 DNA 病毒 和 人 NA 病毒 具有 非常 
原始 的 结构 相似 性 。 
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制 。 再 如 ,Amer Qureshi 设计 了 一 个 锤 头 状 核 酶 (图 11-9), 它 以 HIV 感染 宿主 细胞 必需 的 辅助 受 体 ， 
即 趋 化 因子 受 体 一 一 CXCR4 的 mRNA ,作为 目标 RNA ,结果 很 好 地 抑制 了 HIV 对 宿主 细胞 的 感染 。 

为 提高 核 酶 的 稳定 性 和 切割 效率 ,可 对 设计 合成 好 的 核 酶 在 体外 进行 化 学 修饰 ,修饰 位 点 通常 在 
2-O0H。 实 验证 明 , 经 过 修饰 的 核 酶 在 体外 的 活性 可 提高 6 倍 ,稳定 性 提高 2 倍 。 此 外 ,现在 已 出 现 了 
可 对 靶 RNA 分 子 上 多 个 位 点 进行 切割 的 第 二 代 核 酶 ,它们 可 以 大 大 提高 核 酶 的 剪 切 效率 。 


科学 故事 一 一 核 酶 的 发 现 

核 酶 的 发 现 主要 归功 于 美国 科学 家 Thomas Cech。1978 年 ,Cech 在 美国 科罗拉多 大 学 建立 了 自已 
的 实验 室 以 后 ,决定 研究 某 一 个 基因 的 结构 和 功能 。 他 选择 了 四 膜 虫 的 了 节 NA 基因 即 IDNA 作为 研究 对 
象 。 像 四 膜 虫 一 样 的 纤毛 类 原生 动物 ,转录 发 生 在 大 核 (macronucleus) 中 。 据 估计 ,大 核 含 有 1 万 个 拷贝 
的 RNA 的 基因 上。 

吸引 Cech 注意 的 倒 不 是 在 大 核 中 含量 丰富 的 了 NA, 而 是 核 中 现成 的 各 种 转录 ,必需 的 蛋白 质 因子 。 
实验 的 起 始 步 骤 并 不 复杂 ,只 是 利用 四 膜 虫 的 大 核 制 备 无 细胞 转录 系统 ,并 看 看 能 和 否 利 用 制备 好 的 系统 进 
行 体 外 转录 。 为 此 他 在 系统 中 ,加 入 了 RNA 聚合 酶 、rDNA,、4 种 NTPs( 有 1 种 被 放射 性 同位 素 标记 入 标 
准 的 转录 缓冲 液 以 及 用 来 抑制 RNA 聚合 酶 工 和 亚 活性 的 a - 狗 膏 昔 碱 (目的 是 只 允许 rDNA 基因 的 
转录 ) (参看 第 三 十 六 章 “DNA 转录 ”)。 

Cech 得 到 的 实验 结果 一 方面 正如 预测 的 一 样 , 另 一 方面 却 出 乎 意料 :他 观测 到 了 一 种 26S RNA 的 合 
成 ,这 与 预期 的 了 NA 前 体 的 大 小 (26S) 是 一 致 的 ;然而 ,他 也 观测 到 一 种 较 小 的 9S RNA 的 合成 ,并 且 这 
种 小 RNA 的 量 咕 着 反应 时 间 的 推移 而 不 断 积 累 。 起 初 ,他 认为 9S RNA 一 定 是 z 节 NA 前 体 后 加 工 反 应 
的 副 产 物 ,比如 是 对- 外 部 转录 间隔 序列 (external transcribed spacer,ETS) 或 对 应 于 17S 和 5.8S RNA 之 
间 的 间隔 序列 。 

为 了 型 清楚 9Ss RNA ,他 安排 他 的 学 生 Art Zaug 去 鉴定 它 。 令 他 们 吃惊 的 是 ,9S RNA 居然 是 当时 已 
经 知道 的 位 于 26S 基因 内 部 的 内 含 子 。 这 的 确 是 一 个 激动 人 心 的 发 现 ! 这 意味 着 Cech 的 体外 转录 系统 
不 但 能 转录 出 含有 内 含 子 的 基因 ,而 且 转 录 产 物 在 体外 还 能 剪接 出 内 含 子 。 于 是 ,他 们 以 此 建立 了 一 个 简 
单 易 行 的 研究 剪接 机 制 的 系统 。 根 据 每 一 个 细胞 约 含有 !1 万 个 拷贝 的 取 NA 基因 的 事实 ,Cech 推 想 ,如 
果 每 一 个 基因 都 先 转 录 再 剪接 ,并 以 每 秒 钟 1 拷贝 取 NA 的 速率 ,他 研究 的 大 核 里 就 应 该 含有 丰富 的 剪 
接 酶 。 

为 了 确定 反应 系统 的 性 质 ,他 们 首先 得 确定 芭 NA 前 体能 合成 但 剪接 不 能 发 生 的 条 件 , 因为 这 样 才 
可 以 分 离 到 xzRNA 前 体 作 为 底 物 , 以便 在 试管 里 研究 剪接 反应 。 他 们 设置 的 反应 很 简单 :在 一 个 试管 里 ， 
将 rRNA 前 体 与 核 抽 取 物 一 起 保温 ,使 用 的 缓冲 溶液 与 体外 转录 反应 相同 ,以 观察 剪接 反应 ;在 另 一 个 进 
行 对 照 实 验 的 试管 中 ,省 掉 了 核 抽取 物 。 

然而 结果 又 是 一 个 惊喜 :两 个 试管 里 都 发 生 了 剪接 反应 ! 面 对 意 外 的 结果 ,Cech 当时 对 Art 说 : 
“如 果 你 在 制备 对 照样 品 的 时 候 没 有 犯 什么 错误 的 话 , 这 结果 看 起 来 很 是 鼓舞 人 心 。 面 对 意 外 的 结 
果 , 做 导师 的 对 自己 的 学 生 会 说 过 多 少 次 这 样 的 话 ! 而 学 生出 错 的 机 会 又 有 多 大 ! 但 这 一 次 Art Zaug 
是 无 境 的 。 

在 确认 结果 无 误 以 后 ,他 们 下 一 步 就 是 测定 剪接 出 来 的 内 含 子 序列 ,以 确定 内 含 子 是 不 是 被 正确 地 
剪 切 掉 了 。 当 测序 结果 出 来 以 后 ,他 们 发 现 序列 与 已 知 的 内 含 子 序列 完全 匹配 ,但 在 内 含 子 的 对 端 多 出 了 
1 个 鸟 昔 酸 。 考虑 到 以 前 测定 过 的 序列 可 能 有 错 , 他 们 给 最 初 测定 内 含 子 序列 的 Joe Gall 实验 室 打 了 电话 ， 
询问 是 不 是 遗 调 了 5 端 1 个 岛 音 酸 。 但 Joe Gall 实验 室 否 认 有 任何 错误 , 且 5 剪接 点 也 不 可 能 有 鸟 昔 酸 。 

与 此 同时 ,Cech 在 努力 细 究 体外 剪接 反应 所 必需 的 成 分 。 他 发 现 ,去 除 4 种 NTPs 中 的 3 种 NTPs 
(ATP、UTP 和 CTP) 对 反应 无 任何 影响 ,但 是 GTP 却 是 绝对 必需 的 成 分 。 于 是 ,Cech 疑问 :5' 端 多 出 了 鸟 


昔 酸 与 体外 剪接 反应 必需 鸟 苷 酸 难道 只 是 一 种 巧合 吧 ? 

为 此 ,Cech 提出 假设 ,认为 剪接 反应 中 需要 的 GTP 被 藻 加 到 内 含 子 的 5 端 。 验 证 这 个 假设 的 实验 
并 不 困难 ,只 需 将 [?p ]- 标记 的 GTP 与 非 标记 的 节 NA 前 体 在 一 起 保温 ,观察 内 含 子 的 标记 与 它 的 切 
除 是 不 是 同时 发 生 。 人 然而 ,实验 的 结果 却 让 Cech 认为 这 是 他 曾 做 过 的 最 奇怪 的 实验 :一 方面 ,实验 的 成 
功 基于 对 使 用 的 实验 系统 有 一 定 的 认识 而 做 出 的 简单 预测 ; 另 一 方面 ,他 难以 相信 ,将 一 个 核 昔 酸 与 经 
过 酚 抽取 和 蛋白酶 处 理 过 的 RNA 简单 地 混在 一 起 ,就 可 能 导致 一 个 共 价 键 的 形成 。 按 照 Cech 目 己 
的 说 法 ,当时 他 不 想 在 自己 的 研究 生 和 同事 面前 因为 可 能 的 失败 而 出 于 ,因此 他 所 做 的 一 切 都 是 悄悄 地 
进行 。 

结果 可 想 而 知 ,实验 是 成 功 的 。 在 经 过 进一步 确认 和 鉴定 以 后 ,他 们 ] 相 信 , 内 含 子 的 剪接 不 需要 任何 
蛋白 质 ,只 需要 内 含 子 本 身 和 岛 音 酸 或 鸟 昔 。 

后 来 , Cech 首次 使 用 了 ribozyme 来 描述 他 发 现 的 具有 催化 活性 的 RNA 分 子 , 但 从 严格 的 意义 来 
说 ,他 发 现 的 自我 剪接 的 内 含 子 并 不 具有 真正 的 催化 活性 ,这 是 因为 它 催化 的 是 自身 而 不 是 其 他 分 子 的 
切 除 。 不 入 以 后 ,美国 的 另外 一 位 科学 家 Sidney Altman 发 现 ,大 肠 杆菌 的 核糖 核酸 酶 了 才 是 一 种 真正 
的 核 酶 。Cech 和 Altman 因 发 现 RNA 自身 具有 酶 的 催化 功能 而 获得 1989 年 诺 贝 尔 化 学 奖 。 
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人 第 十 二 章 酶 活性 的 调节 


具有 高 效 催化 性 能 的 酶 就 像 高 速 行驶 的 赛车 一 样 ,速率 越 快 ,危险 就 越 大 ,因此 需要 有 专门 的 变 
速 装置 一 一 “油门 ”和 "和 刹车” ,以便 能 及 时 对 速率 进行 调节 。 生 物体 内 的 酶 所 使 用 的 “油门 "通常 是 
激活 剂 ,而 “刹车 ”是 抑制 剂 , 除 此 以 外 ,还 有 其 他 的 变速 装置 。 有 了 这 些 装 置 , 才 可 以 保证 一 种 酶 在 正 
确 的 时 间 、 正 确 的 地 点 具有 正确 的 活性 。 如 果 调 节 机 制 失灵 , 轻 者 会 导致 细胞 功能 的 紊乱 , 重 者 就 会 
诱发 疾病 的 发 生 ,甚至 导致 细胞 或 机 体 的 死亡 。 

酶 活性 的 调节 主要 有 两 种 手段 ,一 种 是 通过 改变 酶 浓度 , 即 以 “量变 "的 方式 进行 ; 另 一 种 通过 改 
变 已 有 的 酶 的 活性 , 即 以 “质变 ” 的 方式 进行 。 

本 章 主要 介绍 酶 活性 的 “质变 ”调节 ,特别 是 其 中 的 别 构 调节 和 共 价 修饰 调节 。 


第 一 六 酶 的 “量变 ” 


一 、 酶 的 “量变 "和 质变" 的 主要 差别 

酶 的 “量变 ”和 ”质变 ”这 两 种 调节 手段 在 调节 速率 能 耗 、 酶 活性 的 限 速 因 素 和 作用 持续 时 间 
等 方面 都 有 显著 的 差别 ( 表 12-1)。 有 的 酶 会 同时 使 用 这 两 种 手段 ,如 参与 胆固醇 合成 的 限 速 酶 一 一 
HMC-CoA 还 原 酶 (参看 第 三 十 章 “ 胆 固 醇 代谢 ”), 但 一 般 只 以 其 中 的 一 种 方式 为 主 。 


me 表 12-1 酶 的 “量变 ”和 ”质变 "的 比较 








量变 质变 
调节 速率 慢 , 几 小 时 至 几 天 快速 , 几 秒 钟 至 几 分 钟 
能 耗 高 (通常 涉及 酶 基因 的 表达 ,因此 需要 消 “” 低 (除非 使 用 抑制 蛋白 ,因为 在 解除 抑制 
耗 大 量 的 ATP) 的 时 候 ,通常 需要 将 抑制 蛋白 水 解 ) 
决定 酶 最 高 活性 的 主要 因素 酶 合成 与 水 解 的 相对 速率 已 有 的 酶 浓度 
活性 变化 的 持续 时 间 长 短 


改变 酶 量 的 方式 有 两 种 ,一 种 是 通过 同 工 酶 (isozymes), 另 外 一 种 是 通过 控制 酶 基因 的 表达 和 酶 分 
子 的 降解 。 


二 、 同 工 酶 

同 工 酶 是 指 催化 相同 的 反应 但 性 质 不 同 ( 岂 .和 /或 天 .不同 ) 的 酶 。 它 们 可 能 以 不 同 的 量 出 现 
在 同一 种 动物 不 同 的 组 织 或 器 官 , 也 可 能 出 现在 同一 个 细胞 但 位 于 不 同 的 细胞 器 。 例 如 ,高 等 动物 的 
乳酸 脱 氢 酶 (lactate dehydrogenase,LDH) 有 M,、M3H 、MH 、MH; 和 H4 五 种 形式 (图 12-1)。M, 由 四 个 
M 亚 基 组 成 ,主要 存在 于 骨骼 肌 。H4 由 四 个 英 亚 基 组 成 ,主要 存在 于 心 胜 。 又 如 ,在 真 核 细胞 的 细胞 
质 和 线粒体 基质 ,各 有 一 种 不 同 的 苹果 酸 脱氧 酶 (malate dehydrogenase)。 

同 工 酶 的 差异 可 能 是 在 一 级 结构 上 ,由 不 同 的 基因 编码 或 者 由 同一 个 基因 编码 但 经 过 不 同 的 转 
录 后 加 工 造成 的 ,也 可 能 是 在 四 级 结构 上 ,比如 构成 LDH 的 两 种 亚 基 的 不 同 组 合 ,还 可 能 是 在 翻译 的 
后 加 工 上 。 

同 工 酶 之 间 在 不 同 组 织 或 不 同 亚 细 胞 空间 内 有 相对 丰 度 的 差别 ,或 者 一 种 同 工 酶 只 能 在 某 种 特 
定 的 细胞 里 表达 ,可 允许 细胞 根据 胞 内 特定 的 生理 状况 而 对 酶 活性 进行 调节 。 例 如 , 骨 风 肌 细胞 中 的 


M4-LDH 对 丙酮 酸 的 及, 比 对 乳酸 的 低 , 由 于 骨 融 肌 容 易 缺 氧 ,因此 LDH 在 肌肉 细胞 内 的 主要 功能 是 
促进 乳酸 的 形成 ,以 便 糖 酵 解 能 够 正常 地 进行 ;而 心肌 细胞 是 不 允许 缺 氧 的 ,其 内 的 H4-LDH 对 乳酸 
的 束 , 更 低 , 因 此 心脏 的 LDH 的 主要 功能 是 促进 乳酸 在 心肌 细胞 内 的 分 解 。 

此 外 , 同 工 酶 之 间 还 可 以 在 质变 的 调控 方式 上 存在 差异 ,这 就 进一步 增加 了 细胞 对 酶 活性 调控 的 
灵活 性 。 


三 、 酶 的 合成 和 降解 

控制 酶 浓度 的 手段 主要 有 调节 酶 基因 的 表达 (参看 第 四 十 二 章 “原核 生物 的 基因 表达 调控 ”和 第 
四 十 三 章 " 真 核 生 物 的 基因 表达 调控 ”), 此 外 还 有 受 控 的 蛋白 质 的 酶 促 降 解 ,特别 是 泛 素 介 导 的 依赖 
于 和 蛋白酶 体 的 蛋白 质 水 解 (参看 第 三 十 九 章 "蛋白 质 的 生物 合成 及 其 在 细胞 内 的 降解 ”)。 


第 二 节 ， 酶 的 “质变 ” 


酶 “质变 ”的 方式 包括 别 构 调 节 ` 共 价 修饰 水 解 激活 ,调节 蛋白 的 结合 和 解 离 以 及 单 体 的 聚合 和 解 离 。 


一 、 别 构 调 节 

别 构 调 节 也 称 为 变 构 调 节 , 这 是 所 有 酶 活性 调节 方式 中 最 快 的 一 种 。 其 原理 在 于 一 些 酶 除了 活 
性 中 心 以 外 ,还 含有 别 构 中 心 。 别 构 中 心 能 够 结合 一 些 特殊 的 配 体 ( 有 时 为 底 物 )。 当 别 构 中 心 结 合 
配 体 以 后 , 酶 构象 发 生 改变 ,从 而 影响 到 活性 中 心 与 底 物 的 亲和力 或 催化 能 力 , 并 最 终 导致 酶 活性 发 
生变 化 。 能 够 进行 别 构 调 节 的 本 称 为 别 构 酶 ,与 别 构 中 心 结合 并 调节 酶 活性 的 配 体 称 为 别 构 效 应 物 ， 
其 中 起 抑制 作用 的 别 构 效 应 物 称 为 别 构 抑 制剂 或 负 别 构 效 应 物 ,起 激活 作用 的 别 构 效应 物 称 为 别 构 
激活 剂 或 正 别 构 效 应 物 。 由 底 物 作为 别 构 效应 物产 生 的 别 构 效 应 称 为 同 促 效应 ,反之 称 为 异 促 效应 。 
许多 别 构 酶 具有 多 个 别 构 中 心 ,能 够 与 不 同 的 别 构 效 应 物 结合 , 例 如 大 肠 杆菌 的 谷 氨 酰 胺 合成 酶 的 别 
构 效应 物 至 少 有 8 种 。 

关于 别 构 酶 的 主要 性 质 可 以 参看 第 九 章 第 五 节 " 别 构 酶 的 动力 学 "。 别 构 调 节 最 多 出 现在 代谢 
Re 过 可 直 的 必 全 各 间 alaaeiulniiauy 到 是 拆 一 间伐 天 过 纯 
(通常 是 合成 代谢 途径 ) 的 终 产 物 作为 别 构 抑 制剂 ,抑制 位 于 其 
上 游 的 限 速 酶 的 活性 ,从 而 关闭 自身 合成 的 一 种 调节 方式 (图 
12-2), 因此 也 被 称 为 终 产 物 抑 制 (end-product inhibition)。 反 馈 
抑制 通常 的 情形 是 一 条 代谢 途径 的 最 后 一 步 反 应 的 产物 ,去 抑 
制 第 一 步 反 应 的 酶 [ 图 12-2(1) 中 的 D 抑制 E, ], 但 如 果 代 谢 
途径 途中 出 现 分 支 [ 图 12-2(2) 中 C 开始 ], 则 每 一 分 支 途径 
的 终 产 物 ( 了 或 了 Y) 一 方面 反馈 抑制 分 支点 的 酶 活性 [ 图 12-2 (2) 
中 的 了 抑制 E 和 了 抑制 Es ], 另 外 一 方面 还 各 自 部 分 抑制 第 
一 步 反 应 的 酶 (E,)。 只 有 当 两 个 终 产 物 (F 和 Y) 同时 与 E 结 
合 的 时 候 ， PE 才 会 被 完全 抑制 这 样 可 以 保证 在 F 过 量 .Y 不 足 的 时 候 ,只 会 关闭 下 的 合成 而 不 会 关闭 
Y 的 合成 ,或 者 在 Y 过 量 了 不 足 的 时 候 , 只 会 关闭 Y 的 合成 而 不 会 关闭 下 的 合成 。 

反馈 抑制 使 得 细胞 能 够 对 胞 内 一 些 重要 的 代谢 物 浓 度 的 变化 迅速 做 出 反应 ,这 对 于 维持 细胞 内 
不 同 代谢 物 浓度 的 平衡 至 关 重要 。 当 一 条 代谢 途径 的 终 产物 的 量 积 累 到 一 定 程度 ,已 能 满足 机 体 需 
要 的 时 候 ,过 量 的 终 产 物 就 反馈 抑制 第 一 个 限 速 酶 的 活性 而 关闭 自身 的 合成 。 这 一 方面 可 以 阻止 终 
产物 的 进一步 堆积 而 可 能 产生 的 毒性 , 另 一 方面 还 可 以 将 能 量 用 于 其 他 代谢 途径 。 一 旦 终 产物 因 消 
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耗 而 降低 到 一 定 水 平时 , 即 与 限 速 酶 解 离 ,于 是 别 构 抑 制 解除 ,合成 它们 的 代谢 途径 得 以 重新 开放 。 

除了 反馈 抑制 以 外 ,机 体 有 时 候 还 会 使 用 前 馈 激 活 (feed-forward activation) 和 底 物 激活 (substrate 
activation) 这 两 种 方式 进行 别 构 调节 。 前 馈 激 活 是 指 一 条 代谢 途径 位 于 上 游 的 代谢 物 作为 别 构 激 活 
剂 ,激活 下 游 的 限 速 酶 ,而 底 物 激活 属于 同 促 调节 (homotropic regulation), 它 具有 两 个 方面 的 含义 ， 
其 一 是 指 底 物 与 酶 活性 中 心 结 合 产生 的 正 协 同 效应 ,其 二 是 指 底 物 与 酶 的 别 构 中 心 结 合 ,激活 酶 的 
活性 。 前 馈 激 活 的 一 个 例子 出 现在 糖 酵 解 , 糖 酵 解 第 三 步 反 应 产生 的 1,6- 二 磷酸 果糖 (fructose-1， 
6-bisphosphate) 作为 别 构 激 活 剂 ,激活 催化 最 后 一 步 反 应 的 丙酮 酸 激酶 (pyruvate kinase) 的 活性 。 这 
种 调节 的 好 处 是 让 已 经 进入 糖 酵 解 途径 的 底 物 尽 快 被 糖 酵 解 氧化 分 解 ( 详 见 第 二 十 二 章 “ 糖 酵 解 ”)。 
与 正 协同 效应 相关 的 底 物 激活 很 常见 , 绝 大 多 数 别 构 酶 都 具有 这 个 性 质 。 但 使 用 第 二 种 形式 底 物 激 
活 较 为 罕见 , 它 可 能 出 现在 机 体 对 一 些 外 来 毒物 的 解毒 反应 中 。 这 样 可 以 及 时 快速 地 解除 毒物 的 毒 
性 , 尽 可 能 降低 它们 对 机 体 造 成 的 毒害 。 

有 两 种 模型 可 以 解释 别 构 酶 的 别 构 效 应 和 与 底 物 结合 的 协同 效应 ,一 种 是 齐 变 模型 , 另 一 种 是 序 
变 模 型 。 

(一 ) 齐 变 模型 

齐 变 模型 也 称 为 对 称 模型 (the symmetry model), 由 Monod 、Wyman 和 Changeux 于 1965 年 提出 , 因 
此 也 被 简称 为 MWC 模型 。 它 基于 别 构 酶 由 多 个 亚 基 组 成 的 事实 ,认为 构成 别 构 酶 的 亚 基 能 够 以 两 种 
不 同 的 构象 形式 存在 ,一 种 构象 为 松弛 态 或 R 态 , 另 外 一 种 构象 为 紧张 态 或 T 态 。 在 一 个 特定 的 酶 分 
子 内 部 ,构成 亚 基 之 间 的 相互 作用 致使 每 一 个 酶 分 子 的 每 一 个 亚 基 在 某 一 个 时 候 采 取 同 一 种 构象 , 即 
要 么 都 是 R 态 ,要 么 都 是 T 态 ,没有 R 态 亚 基 和 T 态 亚 基 的 杂 合 体 。 

在 溶液 中 ,两 种 构象 可 以 相互 转变 ,并 处 于 动态 的 平衡 中 ,但 转变 的 方式 为 齐 变 , 即 构成 它们 的 亚 
基 要 么 一 齐 从 R 态 变 成 了 T 态 ,要 么 一 齐 从 T 态 变 成 R 态 ,如 左上 图 所 示 。 

如 果 溶 液 中 无 任何 配 体 ( 底 物 或 别 构 效应 物 ), 平 衡 主要 偏向 右边 , 即 几 乎 所 有 的 酶 都 处 于 T 态 
虽然 R 态 和 T 态 上 的 活性 中 心 都 能 结合 底 物 ,但 是 R 态 对 底 物 有 更 高 的 亲 和 性 。 

如 果 将 少量 的 底 物 加 入 洲 液 ,R 态 酶 由 于 对 底 物 有 更 高 的 亲和力 ,就 更 容易 与 底 物 结合 。 当 一 个 
底 物 分 子 与 R 态 酶 结合 以 后 ,就 形成 左下 图 所 示 平 衡 。 

于 是 , 底 物 与 R 态 酶 的 结合 等 于 是 从 溶液 中 移 走 了 一 些 游 离 的 R 态 酶 ,根据 化 学 平衡 理论 ,平衡 
会 被 拉 向 左边 ,结果 导致 溶液 中 有 更 多 的 R 态 酶 ,而 T 态 酶 相应 减少 。 既 然 R 态 酶 对 底 物 有 更 高 的 亲 
和 性 ,也 就 提高 了 酶 与 底 物 总 的 亲 和 性 ,由 此 产生 了 底 物 结合 的 正 协同 效应 

使 用 齐 变 模 型 也 容易 解释 别 构 效 应 物 的 作用 原理 (图 12-3): 当 员 移 六 应 应 物 在 别 构 中 心 与 酶 结 
以 后 ,诱导 酶 的 构象 发 生变 化 ,从 而 打破 了 R 态 酶 和 T 态 酶 之 间 的 平衡 。 如 果 是 激活 剂 ,就 更 容易 中 
R 态 酶 结合 ,从 而 像 底 物 一 样 ,将 平衡 拉 向 右边 ,使 
更 多 的 酶 转变 为 R 态 , 最 终 产 生 激活 的 效果 ;如 果 是 人 
抑制 剂 , 则 更 容易 与 了 T 态 酶 结合 ,以 致 将 平衡 拉 向 左 
边 ,致使 更 多 的 酶 变 成 了 T 态 酶 ,最 终 产 生 抑 制 。 

总 之 ,激活 物 的 存在 意味 着 溶液 中 有 更 多 的 酶 了 
处 于 R 态 ,这 就 省 掉 了 -一些 底 物 去 诱发 T 态 向 R 态 。 (T 态 ) 矢 着 下 全 WE 
转变 ,因此 底 物 结合 的 正 协同 性 在 表面 上 是 下 降 了 。 人 hi 州 办 吕 
如 果 存 在 大 量 的 激活 剂 ,溶液 内 几乎 所 有 的 酶 就 都 
处 于 R 态 ,这 就 意味 着 底 物 结合 不 再 产生 协同 性 ,这 
时 动力 学 曲线 从 S$ 形 也 就 变 成 了 双 曲 线 。 而 抑制 剂 人 
的 作用 则 正好 相反 , 它 会 导致 溶液 中 更 多 的 酶 处 于 T 


态 , 这 意味 着 需要 更 高 浓度 的 底 物 才能 实现 同样 的 “” 图 12-3 酶 活性 的 别 W 调 节 
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正 协同 效应 ,$ 型 曲线 就 变 得 更 明显 了 。 

虽然 齐 变 模型 能 很 好 地 解释 别 构 酶 的 一 些 性 质 ,但 对 于 某 些 别 构 酶 来 说 ,可 能 过 于 简单 了 ,并 且 
它 也 不 能 解释 某 些 别 构 酶 的 负 协 同性 。 

(二 ) 序 变 模型 

该 模型 由 Koshland、Nemethyl 和 Filmer 于 1966 年 提出 ,因此 也 被 简称 为 KNF 模型 。 与 齐 变 模型 
最 大 的 不 同 在 于 序 变 模型 接受 了 混合 酶 存在 的 可 能 性 , 即 同一 个 酶 分 子 既 有 有 R 亚 基 , 又 有 T 亚 基 , 也 
就 是 溶液 中 的 R 态 酶 (R4) 和 T 态 酶 (T4) 之 间 存 在 多 种 混合 体 (R3T1、R2T2、R1T3), 各 种 状态 的 酶 处 
于 动态 平衡 之 中 : 








此 外 , 序 变 模型 还 肯定 了 底 物 对 酶 构象 有 更 直接 的 影响 。 在 没有 底 物 时 , 酶 差不多 都 以 T 态 存在 ， 
这 时 活性 中 心 的 构象 不 是 与 酶 结合 的 最 佳 构象 。 一 旦 底 物 进入 活性 中 心 ,活性 中 心 构象 发 生变 化 ,致使 
底 物 与 酶 结合 得 更 加 帖 服 ,这 就 是 “诱导 契合 "。 “诱导 契合 "导致 与 底 物 结合 的 亚 基 从 了 T 态 转变 成 R 态 。 

序 变 模型 还 认为 相 邻 亚 基 之 间 存 在 相互 作用 ,并 且 这 种 相互 作用 可 以 影响 到 其 他 亚 基 的 构象 状态 。 
仍然 以 具有 底 物 正 协同 性 的 别 构 酶 为 例 加 以 说 明 , 当 了 T 态 酶 上 的 一 个 亚 基 因为 底 物 的 结合 从 T 态 变 为 R 
态 以 后 ,该 亚 基 会 促进 其 他 的 亚 基 向 R 态 转变 ,致使 其 他 亚 基 能 够 以 更 高 的 亲 和 性 与 底 物 结合 。 

使 用 序 变 模型 也 很 容易 解释 别 构 效 应 物 的 作用 原理 :激活 剂 仅仅 在 别 构 中 心 与 酶 结合 ,通过 与 底 
物 一 样 的 方式 促进 T 亚 基 变 为 R 亚 基 , 而 抑制 剂 与 酶 的 结合 使 酶 的 构象 变 得 更 为 僵硬 ,很 难 通过 诱导 
契合 从 T 态 变 为 R 态 。 

使 用 序 变 模型 还 有 一 个 好 处 ,就 是 很 容易 解释 某 些 酶 具有 的 底 物 结合 的 负 协 同性 这 一 现象 ,但 用 
齐 变 模型 难以 解释 ,这 是 因为 齐 变 模 型 完全 依赖 于 化 学 平衡 理论 将 RAT 平衡 拉 向 高 亲 和 人 性 的 R 态 一 
边 ,而 在 反应 系统 之 中 加 入 底 物 , 底 物 总 是 优先 与 高 亲和力 的 R 态 结合 ,将 平衡 从 T 态 拉 向 R 态 , 而 不 
是 将 R 态 拉 向 了 态 。 然 而 利用 序 变 模型 就 很 容易 解释 了 ,只 要 假定 一 个 底 物 与 一 个 亚 基 结合 以 后 , 通 
过 亚 基 之 间 的 相互 作用 ,导致 其 他 的 亚 基 更 难 从 T 态 变 成 R 态 。 

至 于 两 种 模型 就 优 熟 劣 , 单 从 负 协 同性 来 看 , 序 变 模型 似乎 是 正确 的 。 但 从 另外 一 个 方面 来 看 ， 
在 序 变 模 型 中 ,R 亚 基 和 T 亚 基 以 混合 的 方式 存在 会 导致 更 为 复杂 的 平衡 。 而 且 , 使 用 快速 反应 技术 
(fast reaction techniques) 对 某 些 别 构 酶 的 研究 表明 ,这 些 酶 具有 非常 简单 的 平衡 样式 ,此 时 用 齐 变 模型 
解释 似乎 更 为 合理 。 

(三 ) 别 构 酶 实例 一 一 氨 甲 酰 转 移 酶 

天 冬 氮 酸 转 氨 甲 酰 酶 (aspartate transcarbamylase,ATCase) 或 氨 甲 酰 转 移 酶 (carbamoyltransferase) 
是 大 肠 杆菌 喀 啶 核 背 酸 从 头 合成 途径 中 的 限 速 酶 ( 详 见 第 三 十 二 章 “ 核 苷 酸 代 谢 ”), 它 催化 氨 甲 酰 磷 
酸 和 Asp 形成 V- 氨 甲 酰 天 冬 氨 酸 和 无 机 磷酸 ,其 活性 受到 严格 的 调控 。 

对 大 肠 杆菌 ATCase 的 动力 学 研究 表明 ,其 动力 学 曲线 为 $ 形 ,活性 受到 喀 啶 合成 的 终 产 物 CTP 
的 反馈 抑制 ,但 受到 味 叭 核 苷 酸 ATP 的 激活 (图 12-4)。S 形 曲线 表明 该 酶 与 底 物 结合 具有 正 协同 性 。 

为 了 搞 清楚 大 肠 杆菌 ATCase 的 正 协 同性 以 及 ATP 和 CTP 对 酶 活性 的 调节 机 制 ,人 们 对 它 的 结构 
作 了 大 量 的 研究 ,结果 表明 ,大 肠 杆菌 的 ATCase 全 酶 由 12 个 亚 基 组 成 ,包括 6 个 大 的 催化 亚 基 (C 亚 基 ) 
和 6 个 小 的 调节 亚 基 (R 亚 基 )。 其 中 每 3 个 C 亚 基 构 成 1 个 催化 三 聚 体 ,每 2 个 R 亚 基 构 成 1 个 调节 二 
聚 体 ,这 样 1 个 全 酶 分 子 就 是 由 2 个 催化 三 聚 体 和 3 个 调节 二 聚 体 组 成 。 它们 按照 一 定 的 方式 排列 在 一 起 ， 
其 中 两 个 催化 三 聚 体 各 构成 酶 分 子 的 两 个 主要 的 面 ,而 调节 二 聚 体 构成 酶 的 几 个 角 呈 三 角形 (图 12-5)。 

每 一 个 催化 三 聚 体 单位 含有 3 个 活性 中 心 。 对 在 酶 竞争 性 抑制 剂 一 一 V- 腾 乙酰 基 -L- 天 冬 氢 
酸 (V-phosphonacetyl-L-aspartate,PALA) (图 12-6) 存在 下 得 到 的 ATCase 晶体 进行 X 射线 衍射 分 析 ， 
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为 什么 齐 变 模型 不 
能 解释 别 构 酶 对 底 物 的 负 协 
同性 ? 








12-4 ATP 和 CTP 对 氨 
甲 酰 转移 酶 活性 的 调节 
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PALA 


12-6 AN- 腾 乙 酰基 -L- 
天 冬 氨 酸 的 化 学 结构 


若是 将 一 个 催化 三 
聚 体 的 三 个 亚 基 分 开 , 你 认 
为 单个 亚 基 还 具有 催化 活性 
吗 ? 为 什么 ? 





天 冬 氨 酸 氨 甲 酰 天 冬 氨 酸 
氨 甲 酰 磷酸 CoOO COO 
oo ， ou o H， 
EN o_ror 四 coo Ne 
也 古 


四 级 结构 








结果 表明 组 成 活性 中 心 的 大 多 数 残 基 属 于 同一 个 亚 基 , 但 少数 重要 的 残 基 属 于 相 邻 的 亚 基 ,PALA 的 
结合 位 点 就 位 于 一 对 C 亚 基 的 界面 。 

对 在 CTP 存在 下 得 到 的 ATCase 晶体 的 研究 表明 ,CTP 与 调节 亚 基 结合 , 它 离 最 近 的 活性 中 心 有 
5 nm。 由 于 催化 三 聚 体 和 调节 二 聚 体 是 通过 与 Cys 残 基 结合 的 Za” 而 聚合 在 一 起 的 ,使 用 琉 基 试剂 一 一 
对 羟基 冬 葵 甲酸 (p-Hydroxymerceuribenzoate) 与 ATCase 上 的 Cys 琶 基 反应 ,可 以 人 为 地 将 它们 分 开 。 

单独 的 催化 三 聚 体 保留 催化 活性 ,但 无 别 构 效 应 ,也 无 底 物 结合 的 正 协同 性 ;单独 的 调节 二 聚 体 
无 催化 活性 ,但 仍然 能 够 与 酶 的 别 构 抑 制剂 (CTP) 和 激活 剂 (ATP) 结合 。 分 离开 的 催化 三 聚 体 和 调节 
二 聚 体 在 体外 能 够 重组 成 天 然 的 酶 ,并 恢复 原来 的 别 构 性 质 和 与 底 物 结合 的 正 协同 性 。 

比较 有 无 PALA 结合 时 的 ATCase 晶体 结构 发 现 ,一 旦 PALA 结合 ,ATCase 的 构象 就 发 生 很 大 的 
变化 :首先 2 个 催化 三 聚 体 分 开 1.2 nm 的 距离 ,并 旋转 了 10* ;其 次 ,为 配合 催化 三 聚 体 的 运动 ,调节 二 


聚 体 也 旋转 了 1$" (图 12-7)。 





PALA 





T 态 


12-7 大肠 杆 菌 氨 甲 酰 转 移 酶 的 T 态 和 R 态 的 互 变 
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综合 上 面 的 研究 数据 ,并 结合 序 变 模型 或 齐 变 模型 ,就 能 很 容易 解释 ATCase 对 底 物 的 正 协 同性 、 
CTP 对 酶 活性 的 抑制 以 及 ATP 对 酶 活性 的 激活 。 

使 用 齐 变 模型 对 ATCase 的 底 物 正 协同 性 的 解释 :处 于 R 态 酶 上 的 一 个 活性 中 心 与 底 物 结合 以 
后 ,溶液 中 有 更 多 的 酶 从 T 态 转变 成 R 态 ,使 得 后 面 的 底 物 更 容易 与 活性 中 心 结 合 ;使 用 序 变 模型 对 
ATCase 的 底 物 正 协同 性 的 解释 是 :处 于 T 态 构象 的 一 个 活性 中 心 与 底 物 结合 以 后 变 成 了 R 态 , 同 时 
相 邻 的 活性 中 心 受 到 该 亚 基 的 影响 也 变 成 R 态 , 或 者 更 容易 变 成 R 态 ,以 致 后 面 的 底 物 与 活性 中 心 的 
结合 更 为 容易 。 

对 于 CTP 或 ATP 对 ATCase 活性 调节 的 解释 是 :CTP 和 ATP 都 是 酶 的 别 构 效 应 物 , 前 者 与 T 态 





0 





的 酶 (调节 亚 基 ) 结 合 以 后 ,稳定 T 态 ,致使 更 多 的 酶 从 R 态 转变 为 了 态 , 从 而 充当 别 构 抑 制剂 ,而 ATP 
与 酶 结合 以 后 ,所 引起 的 结果 与 CTP 正好 相反 ,使 溶液 中 更 多 的 酶 从 T 态 转变 成 R 态 ,因而 是 一 种 别 
构 激活 剂 。 

ATP 和 CTP 作为 别 构 效 应 物 对 ATCase 活性 调节 的 生理 意义 在 于 :高 浓度 ATP 的 存在 是 细胞 内 高 
浓度 味 吟 核 昔 酸 的 信号 , 它 作为 别 构 激 活 剂 激活 ATCase 活性 ,有 利于 平衡 胞 内 的 味 叭 核 昔 酸 库 和 喀 啶 核 苷 
酸 库 ;CTP 作为 喀 啶 核 昔 酸 合成 的 终 产 物 之 一 ,反馈 抑制 ATCase 活性 也 有 利于 维持 两 类 核 苷 酸 库 的 平衡 。 


二 、 共 价 修饰 调节 

酶 的 共 价 修饰 调节 是 指 酶 活性 因 其 分 子 内 的 某 些 氮 基 酸 残 基 发 生 共 价 修饰 而 发 生变 化 的 过 程 。 
这 是 由 修饰 酶 (modifying enzymes) 和 去 修饰 酶 (de-modifying enzymes) 共同 构成 的 一 种 可 逆 的 环 式 调节 
系统 。 由 修饰 酶 催化 的 共 价 修饰 的 方式 有 ( 表 12-2): 磷 酸化 `、 腺 苷 酸化 `. 尿 苷 酸化 .ADP- 核糖 基 化 、 甲 
基 化 和 形成 二 硫 键 。 其 中 磷酸 化 是 最 为 常见 的 形式 ,主要 发 生 在 真 核 细 胞 。 腺 苷 酸化 和 尿 音 酸化 很 
少见 , 仅 发 现在 某 些 原核 细胞 。 形 成 二 硫 键 见于 植物 (参看 第 二 十 六 章 “光合 作用 ”第 六 节 “卡尔 文 循 
环 的 调节 ”)。 如 果 是 磷酸 化 , 则 修饰 酶 是 蛋白 质 激酶 ,去 修饰 酶 是 磷 蛋 白 磷 酸 酶 。 


本 表 12-2 酶 共 价 修饰 的 几 种 形式 





人 履 儿 广 起 ，，， 基 团 供 体 基 团 受 体 分 布 
磷酸 化 ATP 真 核 通常 为 ST 和 Y; 原 核 通常 为 卫 和 D ”主要 是 真 核 细 胞 ,少数 为 原核 细胞 
腺 苷 酸化 ATP 村 原核 细胞 
尿 苷 酸化 UTP Y 原核 细胞 
ADP- 核糖 基 化 NAD” REKC 和 于 原核 细胞 和 真 核 细 胞 
四 基 化 S- 腺 苷 甲 硫 氨 酸 DEKH 和 0Q 原核 细胞 和 真 核 细胞 
形成 二 硫 键 硫 氧 还 蛋白 忆 植物 


这 种 调节 方式 比 别 构 调 节 要 慢 , 但 与 其 他 调控 机 制 相 比 , 它 能 够 对 更 多 的 效应 物 刺 激 产生 反应 ， 
在 调控 的 样式 上 具有 更 大 的 灵活 性 ,并 且 能 够 对 效应 物 浓 度 的 变化 做 出 更 强烈 的 反应 。 这 是 因为 参 
与 共 价 修饰 与 去 共 价 修饰 的 酶 本 身 又 受到 别 构 调控 ,一 种 修饰 酶 的 别 构 效应 物 浓 度 发 生 的 细微 变化 
可 导致 被 修饰 的 靶 酶 在 活性 上 发 生 较 大 的 变化 。 

以 蛋白 质 的 磷酸 化 /去 磷酸 化 为 例 (图 12-8), 在 蛋白 质 激酶 的 催化 下 ,许多 酶 上 的 凑 基 氨基 酸 ， 
例如 Ser、Thr 或 Tyr 上 的 羟基 接受 ATP 分 子 上 的 Y- 磷酸 根 而 被 磷酸 化 修饰 ,被 修饰 的 酶 活性 因 
构象 变化 发 生 改 变 。 这 种 改变 是 可 逆 的 ,在 磷 蛋 白 磷 酸 酶 催化 下 ,磷酸 根 被 水 解 , 酶 又 恢复 到 原来 

磷酸 化 对 蛋白 质 的 影响 包括 :中 增加 了 2 个 负电 荷 ,影响 其 静电 作用 ;@ 磷 酸化 基 团 可 形成 3 
个 氢 键 ;@@ 较 大 的 自由 能 变化 ,贮存 在 磷 蛋 白 上 ; 由 磷酸 化 和 去 磷酸 化 可 在 很 长 的 时 段 内 发 生 , 间 
隔 的 时 间 是 可 以 调节 的 ;@ 产 生 级 联 放大 。 一 种 激酶 的 底 物 可 能 是 另外 一 种 激酶 ,如 此 作用 具有 
放大 效应 。 

必须 注意 的 是 , 某 些 酶 因 磷酸 化 修饰 从 无 活性 变 为 有 活性 ,有 些 酶 正好 相反 。 磷 酸化 形式 才 有 
活性 的 酶 有 : 糖 原 磷 酸化 酶 和 对 激素 敏感 的 脂肪 酶 ;去 磷酸 化 形式 有 活性 的 酶 有 : 糖 原 合 酶 丙酮 酸 激 
酶 丙酮 酸 脱氧 酶 .乙酰 -CoA 羧 化 酶 .HMGCCoA 还 原 酶 。 

真 核 细胞 内 含有 许多 蛋白 质 激 酶 的 现象 说 明了 和 蛋白 质 磷 酸化 的 重要 性 。 据 估计 ,人 类 基因 组 编 
码 了 1 000 种 以 上 不 同 的 蛋白 质 激 酶 。 各 种 激酶 的 特异 性 彼此 有 别 ,按照 接受 磷酸 根 的 氨基 酸 残 基 的 
性 质 ,蛋白 质 激酶 可 分 为 丝氨酸 / 苏 氨 酸 蛋 白质 激酶 、 酷 氨 酸 蛋白 质 激 酶 和 双 功 能 激酶 ( 既 可 修饰 Ser 
Thr, 还 可 以 修饰 Tyr)。 微 生物 体内 还 存在 一 种 组 氨 酸 蛋白 质 激 酶 。 与 蛋白 质 激酶 相 比 ,催化 磷 蛋 白 去 
磷酸 化 的 磷酸 酶 的 种 类 只 有 几 百 种 , 且 作 用 的 特异 性 要 广 ,进化 的 保守 性 也 比较 强 。 








《12,， 





伟 12-8 蛋白 质 的 可 逆 磷 
酸化 


还 有 哪些 氨基 酸 的 
侧 链 可 以 被 磷酸 化 修饰 ? 
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12-9 中 的 哪 一 
种 突变 蛋白 酶 突变 造成 的 危 
害 更 大 ? 为 什么 ? 
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三 、 水 解 激活 
一 些 酶 (主要 是 蛋白 酶 ) 在 体 | 夯 下 本 
内 以 无 活性 的 酶 原形 式 被 合成 , 需 Val 一 (Asp) 入 Lys + lle 一 Val 人 -一 (上 导 蛋 白 酶 ) 
要 通过 水 解 (由 其 他 蛋白 酶 催化 或 
自我 催化 ) 去 除 一 些 氨基 酸 序列 以 
后 才 会 具有 活性 ,这 种 调节 酶 活性 
的 方式 称 为 水 解 激活 。 胰 蛋 折 酶 原 


与 共 价 修饰 一 样 ,水 解 激活 也 
是 一 种 全 或 无 的 调节 方式 , 酶 原状 
原 








就 不 可 能 再 回 到 原来 的 非 活性 的 
酶 原状 态 。 

通过 这 种 机 制 调节 酶 活性 的 
主要 是 一 些 消 化 酶 ,如 胃 有 蛋白酶、 
胰 和 蛋白 酶 、 胰 凝 乳 蛋白 酶 . 羚 肽 酶 和 弹性 蛋白 酶 。 这 些 消 化 酶 以 酶 原 的 形式 被 分 泌 到 消化 道 , 然 后 再 
被 水 解 激活 。 如 果 它 们 在 细胞 内 提前 激活 ,就 会 导致 细胞 自 溶 。 医 学 研究 表明 ,消化 酶 原 在 细胞 内 的 
提前 活化 会 导致 急性 胰腺 炎 等 疾病 的 发 生 。 此 外 , 几 种 与 凝血 有 关 的 凝血 因子 参与 细胞 凋 亡 的 胱 天 
蛋白 酶 以 及 补体 激活 途径 中 的 某 些 成 分 也 需要 水 解 才能 激活 。 

以 胃 和 蛋白 酶 为 例 ,其 酶 原 多 出 44 个 氨基 酸 残 基 。 在 由 胃 主 细胞 分 泌 到 胃 腔 以 后 , 胃 和 蛋白 酶 原 受 
到 明 酸 的 作用 ,构象 发 生变 化 而 发 生 自 切 割 ,在 丢掉 N 端 44 个 残 基 以 后 被 激活 。 先 行 激活 的 胃 和 蛋白 
酶 再 作用 其 他 还 没有 激活 的 酶 原 , 产 生 更 多 的 有 活性 的 胃 和 蛋白 酶 。 

如 果 是 胰 和 蛋白酶 原 , 它 在 从 胰腺 分 泌 到 肠 腔 后 ,就 需要 肠 肽 酶 (enteropeptidase) 或 已 激活 的 胰 蛋 白 
酶 在 酶 原 内 部 的 Lys 一 lle 处 将 其 切 开 ,去 除 N 端 一 段 六 肽 序列 以 后 才能 有 活性 (图 12-9)。 

胰 凝 乳 蛋白 酶 的 激活 略微 复杂 (图 12-10): 其 前 体 只 有 一 条 肽 链 组 成 ,共有 245 个 氨基 酸 残 基 , 内 
有 5 个 链 内 二 硫 键 。 首 先 它 在 胰 蛋 白 酶 作用 下 ,位 于 Arg15 一 llel16 之 间 的 肽 键 被 水 解 ,转变 为 - 胰 
凝 乳 蛋白 酶 ,但 水 解 产生 的 N 端 十 五 肽 和 C 端 多 肽 仍然 通过 Cysl 和 Cys122 之 间 的 二 硫 键 连 在 一 起 。 
游离 出 来 的 Del16 的 ac- 氨基 因 质 子 化 成 为 带 正 电荷 的 基 团 ,与 紧 靠 活性 中 心 的 Asp195 架 起 盐 桥 ,从 
而 导致 活性 中 心 的 移动 ,使 Cly193 和 Ser195 处 于 合适 的 位 置 ,能 够 与 四 面体 过 渡 态 上 的 氧 阴离子 形 


态 没 有 活性 ,但 与 共 价 修饰 不 同 的 
是 , 它 是 不 可 道 的 , 即 一 旦 被 激活 别 绢 莉 斩 而 / 





天 用 本 





12-9 ” 胰 蛋 白 酶 等 几 种 蛋白 酶 的 水 解 激 活 


胰 凝 乳 蛋 白 酶 原 ( 无 活性 
3 EEC 全 aa: 
区 一 环 刘 于 0 245 








胰 和 蛋白 酶 在 Arg15 切 开 
一 胰 凝 乳 蛋白 酶 (有 活性 ) 


Eee | 
1 13 AASERRE ES 
aa IE 
一 胰 凝 乳 蛋 白 酶 在 Leul3 、 
Tyr146 和 Asn148 自我 切割 
[5 [ 环 克 43| 
Ser Arg Thr Asn 
a- 靡 蛋白酶 (有 活性 ) 
Leu Ja 二 一 Tyr Ala 一 二 二 


| 让 RE 二 [| 
12-10 ” 胰 凝 乳 蛋白 酶 的 水 解 激活 


ce We 上 or ecuaasawehywws ww -> = =“ Tc ww -er- wa -nn 一 Crencns ca 


成 氢 键 (参看 上 一 章 有 个 胰 凝 乳 蛋 白 酶 的 作用 机 

和 理 )。 至 此 ,- 胰 凝 乳 蛋白 酶 已 有 活性 ,但 稳定 

t 性 不 高 。 随 后 , r - 胰 凝 乳 蛋白 酶 通过 相互 催化 ， 

将 Leul3 一 Serl14、Tyr146 一 Thrl47 和 Asn148 一 

Alal49 之 间 的 三 个 肽 键 水 解 ,释放 出 两 个 二 肽 

(Serl4 一 Arg15 和 Thrl147 一 Asn148), 最 终 产 生 稳 
定 的 有 活性 的 a- 胰 凝 乳 和 蛋白酶 。 

除了 消化 酶 以 外 , 绝 大 多 数 参与 血液 凝固 
的 凝血 因子 也 是 被 水 解 激 活 的 (图 12-11), 这 
些 凝 血 因 子 包 括 邓 、 XXX VE IT V 和 灵 ， 
其 中 前 六 种 属于 丝氨酸 蛋白 酶 ,而 凝血 因子 I 

0 就 是 凝血 酶 (thrombin)。 这 些 凝 血 因子 在 特定 

的 条 件 下 (内 源 途 经 或 外 源 途 经 ) 依次 被 水 解 

二 要 活 ,构成 凝血 的 级 联 反应 ,最 后 纤维 蛋白 原 

(fibrinogen) 被 凝血 酶 水 解 激 活 ,丢掉 纤维 蛋白 肽 (fibrinopeptide)A 和 了 B 后 变 成 纤维 蛋白 (fibrin)。 

纤维 蛋白 在 释放 出 这 两 种 小 肽 以 后 ,暴露 出 相互 结合 的 位 点 ,进而 彼此 聚合 成 纤维 状 的 血 凝 块 。 

随后 纤维 蛋白 之 间 在 Clu 和 Lys 残 基 处 形成 共 价 交 联 ,在 凝血 因子 X 亚 的 作用 下 形成 更 稳定 的 聚 

合体 。 然 而 , 随 着 伤口 的 愈合 , 血 凝 块 必须 被 清除 ,否则 会 诱发 中 风 或 心脏 病 。 此 过 程 主 要 由 纤 

溶 酶 (plasmin) 催化 ,该 酶 也 是 以 酶 原 的 形式 被 合成 , 受 组 织 纤 溶 酶 激活 物 (tissue plasminogen 
activator,tPA) 的 水 解 激 活 。 

血 友 病 (hemophilia) 与 凝血 因子 好 或 扩 的 基因 缺 隐 有 关 。 患 者 一 旦 出 现 了 伤口 , 便 会 血 流 不 止 。 
唯一 有 效 的 治疗 方法 是 输入 外 源 的 凝血 因子 或 你。 此 外 ,维生素 K 的 缺乏 也 会 影响 到 凝血 过 程 ,这 
是 因为 许多 凝血 因子 在 翻译 后 需要 对 Glu 残 基 进 行 特 殊 的 yY- 羧基 化 修饰 ,而 这 种 修饰 反应 需要 维 生 
素 K 作为 辅酶 (参看 第 十 四 章 “维生素 与 辅酶 ”)。 





开 ED 隆 和 
(凝血 酶 原 ) (凝血 酶 ) 
ET 
最 后 的 (纤维 蛋白 原 ) (纤维 蛋白 ) 
共同 途径 


四 、 调 节 和 蛋白 的 激活 或 抑制 

某 些 蛋白 质 也 能 够 作为 配 体 ,与 特定 的 酶 结合 从 而 调节 被 结合 的 酶 的 活性 ,这 些 调节 酶 活性 的 蛋 
白质 称 为 调节 和 蛋白。 其 中 ,激活 酶 活性 的 调节 和 蛋白 称 为 激活 蛋白 ,抑制 酶 活性 的 调节 和 蛋白 称 为 抑制 蛋 
白 。 抑 制 蛋白 通常 结合 在 酶 的 活性 中 心 ,通过 阻止 底 物 与 活性 中 心 的 结合 来 达到 抑制 的 效果 。 

抑制 蛋白 中 最 常见 的 一 类 是 丝氨酸 蛋白 酶 抑制 剂 (serine protease inhibitor,Serpin), 它 们 专门 与 
丝氨酸 蛋白 酶 结合 ,并 抑制 丝氨酸 蛋白 酶 的 水 解 活性 。 一 种 Serpin 往往 能 抑制 一 种 或 几 种 丝氨酸 和 蛋 
白 酶 。 

使 用 抑制 蛋白 来 抑制 蛋白 酶 活性 从 能 量 学 的 角度 似乎 很 不 经 济 ,因为 每 合成 一 个 抑制 蛋白 分 子 
需要 消耗 大 量 的 ATP。 但 由 于 和 蛋白酶 的 激活 是 不 可 逆 的 , 当 机 体 不 再 需要 它们 的 时 候 , 应 该 有 一 套 快 
速 将 其 灭 活 的 方法 ,这 对 雍 血 系统 和 补体 系统 格外 重要 ,而 Serpin 的 存在 正好 能 够 满足 这 样 的 要 求 。 
正 因 为 Serpin 这 种 特性 ,所 以 它们 在 血浆 中 的 含量 极为 丰富 ,最 多 可 占 到 血浆 总 蛋白 的 20%。 倘 若 缺 
乏 某 种 Serpin, 即 可 致 病 。 

在 体内 , 哮 中 性 粒 细胞 (neutrophiD) 为 了 修复 炎症 的 组 织 ,经 常 向 外 分 泌 弹 性 蛋白 酶 。 但 如 果 弹 性 
和 蛋白酶 从 炎症 修复 的 地 方 扩散 到 肺泡 ,就 会 水 解 肺泡 壁 上 的 弹性 蛋白 (elastin)。 为 了 防止 这 种 情况 的 
发 生 , 肝 细胞 会 分 记 一 种 叫 el- 抗 胰 蛋 白 酶 的 Serpin。 这 种 Serpin 能 与 弹性 蛋白 酶 结合 ,使 其 失 活 ， 
来 保护 肺泡 壁 的 完整 .在 wl- 抗 胰 蛋 白 酶 的 分 子 上 有 一 个 关键 的 Met 残 基 , 它 充当 弹性 蛋白 酶 的 诱饵 。 
一 旦 弹性 蛋白酶 结合 上 来 ,就 会 像 其 他 丝氨酸 蛋白 酶 遇 到 Serpin 一 样 而 失 活 。 如 果 这 个 关键 的 Met 





胰 凝 乳 蛋白 酶 的 活 
性 受 胰 蛋 白 酶 的 激活 ,而 不 能 
反 过 来 , 即 让 胰 蛋 白 酶 活性 受 
胰 凝 乳 蛋白 酶 的 激活 。 这 是 
为 什么 ? 


丝氨酸 蛋白 酶 与 相 
应 的 抑制 齐 
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到 此 为 止 ,你 学 到 
了 机 体 有 哪 几 种 方式 可 控制 
胰 蛋 白 酶 活性 ? 


各 种 CDK 与 其 周 
期 蛋白 搭档 


生 的 豆浆 最 好 不 要 
喝 ,这 是 为 什么 ? 
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残 基因 为 基 团 突 变 而 被 其 他 氨基 酸 取代 , 则 导致 Serpin 上 的 诱饵 失效 ,于 是 弹性 蛋白 酶 不 再 “上 钧 ”， 
而 是 去 不 断 地 水 解 肺泡 壁 上 的 弹性 蛋白 ,就 会 诱发 肺 气 肿 (emphysema)。 吸 烟 可 导致 1l- 抗 胰 和 蛋白酶 
分 子 上 充当 诱饵 的 Met 残 基 发 生 氧 化 而 失去 活性 ,因此 也 可 以 诱发 肺 气 肿 。 

除了 Serpin 作为 丝氨酸 蛋白 酶 的 抑制 剂 以 外 ,细胞 凋 亡 蛋白 抑制 剂 (inhibitor of apoptosis protein， 
IAP) 是 胱 天 和 蛋白酶 的 抑制 蛋白 ,金属 蛋白 酶 组 织 抑制 剂 (tissue inhibitors of metalloproteinase,TIMP) 是 
金属 蛋白 酶 的 抑制 蛋白 , 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 抑制 剂 (Cystatin) 是 溶 酶 体 组 织 蛋 白 酶 的 抑制 蛋白 。IAP 与 
胱 天 蛋白 酶 的 结合 会 抑制 后 者 的 活性 从 而 阻 断 细胞 凋 亡 ,TIMP 通过 其 中 的 一 个 结构 域 与 Zn” 的 作用 
而 抑制 金属 蛋白 酶 的 活性 ,Cystatin 在 细胞 内 的 功能 是 保护 细胞 ,防止 从 溶 酶 体 "泄漏 ”出 来 的 组 织 和 蛋 
白 酶 破坏 细胞 。 

使 用 激活 蛋白 来 调节 酶 活性 的 一 个 重要 例子 是 周期 蛋白 (cyclin) 激活 与 调节 细胞 周期 有 关 的 蛋 
白质 激酶 。 受 周期 蛋白 激活 的 蛋白 质 激酶 统称 为 依赖 于 周期 蛋白 的 激酶 (eyelin-dependent kinase， 
CDK)。 已 在 真 核 细胞 内 发 现 多 种 不 同 的 CDK 和 不 同 的 周期 蛋白 ,并 且 不 同 的 CDK 一 般 受 不 同 的 周 
期 蛋白 激活 。 在 一 个 细胞 周期 中 ,各 种 CDK 浓度 的 变化 不 大 ,但 各 自 的 周期 蛋白 搭档 的 变化 很 大 。 因 
此 ,在 一 个 细胞 周期 的 不 同 阶段 ,出 现 的 周期 蛋白 不 一 样 , 而 不 同 的 周期 蛋白 激活 不 同 的 CDK。 正 是 
由 于 不 同 的 CDK 按照 一 定 的 次 序 先后 激活 , 才 导 致 细胞 周期 从 能 一 个 阶段 过 渡 到 另外 一 个 阶段 。 另 
外 , 真 核 细胞 内 广泛 存在 的 钙 调 蛋白 在 与 Ca 结合 以 后 ,能 够 作为 许多 酶 的 激活 蛋白 (参看 第 十 七 章 
“激素 及 其 受 体 介 导 的 信和 号 转 导 ”)。 


五 、 聚 合 与 解 离 
某 些 酶 具有 单 体 和 聚合 体 两 种 形式 ,但 只 有 一 种 形式 有 活性 。 因 而 调节 两 种 形式 的 互 变 也 就 成 
了 调节 酶 活性 的 一 种 手段 。 
Et 通过 这 种 方式 调节 酶 活性 的 一 个 典型 例子 是 








柠檬 酸 
ee 0 。 LA 真 核 细胞 参与 脂肪 酸 合成 的 乙酰 -CoA 羧 化 酶 ,该 
@@ 0 酶 有 单 体 和 多 聚 体 两 种 形式 , 单 体 无 活性 ,多 聚 体 才 


天 有 活性 。 在 细胞 内 , 柠 样 酸 促进 多 聚 体 的 形成 ,而 脂 
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酰 -CoA 则 促进 多 聚 体 解 离 成 单 体 ( 图 12-12)。 

另外 一 个 例子 是 哺乳 动物 脑 垂体 细胞 内 的 丙酮 酸 激 酶 ,该 酶 具有 单 体 和 四 聚 体 两 种 形式 ,其 中 
四 聚 体 有 酶 活性 ,而 单 体 具 有 结合 甲状 腺 素 的 活性 。 这 两 种 形式 的 转变 由 1,6- 二 磷酸 果糖 控制 。 
1,6- 二 磷酸 果糖 作为 这 种 酶 的 前 馈 激 活 剂 , 当 其 水 平 上 升 的 时 候 能 促进 具有 酶 活性 的 四 聚 体 的 形成 ; 
相反 ,如 果 1,6- 二 磷酸 果糖 水 平 下 降 , 则 有 利于 无 酶 活性 但 能 够 结合 甲状 腺 素 的 单 体 形成 。 


框 12-1 生化 趣事 一 一 “分 子 捕 鼠 器 ”的 威力 

Serpin 实际 上 是 一 种 天 然 的 自杀 型 抑制 蛋白 , 它 通 过 诱导 酶 的 “自杀 ”来 不 可 逆 地 抑制 丝氨酸 蛋白 酶 的 
活性 。 所 有 的 Sempin 都 具有 一 个 三 股 B 折 登 和 8-9 段 a 螺旋 (从 N 端 到 C 端的 方向 依次 编号 为 A-D)。 分 
子 表面 具有 一 段 外 露 的 环 , 称 为 反应 中 心 革 (reactive centre loop,RCL), 其 内 部 包括 了 特异 性 决定 区 和 底 物 区 。 

Serpin 作用 的 基本 步骤 是 (图 12-13): 首 先 它 通过 RCL 模拟 蛋白 酶 正常 底 物 的 结构 而 与 酶 活性 中 心 
结合 。 靶 蛋白 酶 与 它 结 合 以 后 ,将 其 视 为 底 物 ,但 只 发 生 第 一 个 半 反 应 , 即 酶 活性 中 心 的 Ser 残 基 的 产 基 
对 RCL 内 的 一 个 肽 键 做 亲 核 进攻 ,形成 脂 酰 化 酶 共 价 复合 物 , 并 释放 位 于 肽 键 右 端 的 肽 股 。 正 常 的 丝 所 
酸 蛋 白 酶 的 底 物 随后 会 发 生 第 二 个 半 反 应 ,促使 梅 与 底 物 之 间 形 成 的 共 价 键 断 裂 。 但 是 ,Serpin 的 及 CL 
被 切割 以 后 立刻 发 生 剧烈 的 构象 变化 。RCL 从 分 子 的 顶部 ,插入 到 B 折 县 之 中 ,成 为 其 中 的 第 四 个 B 股 。 
下 移 的 及 CL 迫使 蛋白 酶 也 从 Serpin 的 顶部 移 至 底部 。 和 蛋白酶 的 构象 也 因此 发 生变 化 ,进而 使 得 脂 酰 化 
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的 酶 难以 水 解 ,无 法 发 生 第 二 个 半 反 应 。 于 是 蛋白 酶 始终 与 Serpin 共 价 相连 ,两 者 “同归于尽 "。 有 人 把 
Serpin 比 作 是 一 种 分 子 捕 鼠 器 (molecular mousetrap), 丝氨酸 蛋白 酶 比 作 是 老鼠 ,RCL 相当 于 是 捕 鼠 吉 上 
的 弹簧 ,其 内 的 一 个 甲 硫 氨 酸 残 基 的 侧 链 相当 于 诱饵 。 当 老鼠 受到 诱饵 的 诱惑 ,禁不住 咬 上 诱饵 的 时 候 ， 
弹簧 在 瞬间 滑动 到 另外 一 处 ,将 老鼠 牢 牢 夹 住 ,直至 其 最 后 死亡 。 不 过 与 真正 的 捕 鼠 器 不 同 的 是 ,Serpin 








丝氨酸 蛋白 酶 抑制 剂 (Serpin) 
余 12-13 ”丝氨酸 蛋白 酶 抑制 剂 的 作用 机 制 


推荐 网 址 : 本 章 小 结 填 填 看 
1. http:Wen.wikipedia.org/wiki/Allosteric_regulation (维基 百科 有 关 别 构 调 节 的 内 容 ) 
2. http:/web.virginiaedu/Heidi/chapterl15/chp15.htm (美国 弗吉尼亚 大 学 一 个 网 站 ,有 关 酶 的 特异 性 和 调 
节 机 制 的 内 容 ) 
3. http ://www.pearsonhighered.com/mathews/eh1l/ellahtm(Mathews 生物 化 学 网 络 课程 有 关 酶 活性 调节 
的 内 容 ) 
4. http:/Wwww.biochem-.arizona.edu/classes/bioc462/462a/NOTES/ENZYMES/enzyme_regulation_html ( 美 
国 亚 利 桑 那 大 学 一 个 生物 化 学 课程 网 站 ,显示 的 Stryer 编著 的 《生物 化 学 》 有 关 酶 活性 调节 的 内 容 ) 
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C 第 十 三 章 ” 酶 的 应 用 及 研究 方法 


酶 催化 的 高 效 性 和 高 度 专 一 性 ,使 得 人 们 一 直 向 往 能 够 将 它 应 用 到 研究 `. 工 业 \ 农 业 和 医药 等 领 
域 当中 。 但 在 利用 之 前 ,首先 必须 对 它们 进行 分 离 .纯化 ,而 纯化 一 种 酶 之 前 还 需要 建立 它 的 测 活 方 
法 ,然后 才能 按照 设计 好 的 方案 进入 纯化 程序 。 此 外 ,许多 天 然 的 酶 很 难 直 接 被 利用 ,需要 使 用 酶 工 
程 的 手段 对 其 进行 改造 。 

本 章 将 主要 介绍 常见 的 酶 活力 测定 方法 、 酶 纯化 方案 的 设计 以 及 酶 工程 的 原理 。 


第 一 节 ” 酶 的 活力 测定 


酶 活力 (enzyme activity) 也 称 为 酶 活性 ,是 指 酶 的 催化 能 力 。 酶 活力 的 测定 与 酶 的 分 离 和 纯化 是 酶 学 
研究 不 可 缺少 的 环节 。 实 际 上 , 酶 学 研究 的 诸多 方 柄 如 动力 学 和 催化 机 理 的 研究 ) 都 是 在 此 基础 上 进行 的 。 


一 、 酶 活力 的 表示 方法 

在 酶 的 分 离 和 纯化 过 程 中 ,随时 需要 对 酶 进行 定量 分 析 。 但 由 于 酶 的 纯度 通常 不 高 ,上 且 可 能 有 一 
部 分 处 于 非 活性 或 部 分 活性 状态 ,因此 ,在 某 一 个 过 程 中 出 现 的 或 使 用 的 酶 量 很 难 用 绝对 的 量 纲 去 确 
定 。 而 且 , 如 果 一 种 酶 形 失 了 它 的 催化 活性 ,即使 再 纯 . 再 多 ,也 没有 任何 意义 。 基 于 上 述 情况 , 酶 学 
家 在 对 酶 进行 定量 的 时 候 , 通 常 需要 将 它 与 酶 的 活力 联系 起 来 。 他 们 经 常 使 用 的 是 活力 单位 (activity 
unit,U)。1964 年 ,国际 生物 化 学 联合 会 (the International Union of Biochemistry,IUB) 采纳 了 国际 酶 学 委 
员 会 于 1961 年 给 酶 活力 单位 下 的 定义 :1 个 U 是 指 在 最 适 条 件 下 每 分 钟 催化 1 kmol 底 物 转化 的 酶 量 。 
一 般 而 言 , 这 样 的 1 个 单位 相当 于 10 ”~10” kg 的 纯 酶 或 10 ~10” kg 的 工业 酶 制剂 。 除 了 上 述 对 酶 
活力 单位 的 定义 以 外 ,国际 纯粹 与 应 用 化 学 联合 会 (the international union of pure and applied chemistry， 
IUPAC) 在 1972 年 还 推荐 了 另外 一 种 叫 katal (kat) 的 单位 , 它 被 定义 为 每 秒 钟 催化 1 分 子 底 物 转 化 的 
酶 量 (1 kat=6x10 U,1 U=16.67x10”kat)。 这 样 的 单位 实用 性 仍然 不 强 , 所 以 至 今 也 没有 被 广泛 采纳 ， 
很 多 研究 者 还 是 按照 各 自 的 需要 来 定义 一 种 酶 的 活力 单位 。 

上 述 两 种 表示 酶 活力 的 方法 都 不 能 反映 一 个 酶 制剂 的 纯度 ,一 个 酶 活力 高 的 样品 可 能 纯度 并 不 高 , 相 

一 个 酶 活力 低 的 样品 也 可 能 纯度 很 高 。 为 了 能 够 更 好 地 说 明 一 种 酶 的 纯度 ,IUPAC 推荐 使 用 比 活性 或 

比 活力 (specific activity) 来 表示 , 它 是 指 单位 质量 (通常 是 每 毫克 ) 酶 所 含有 的 活力 单位 数 。 显 然 ,对 同一 种 
酶 而 言 , 比 活力 越 高 , 酶 纯度 就 越 高 。 正 因为 如 此 ,在 进行 酶 纯化 的 时 候 , 需 要 时 刻 关注 比 活性 的 变化 。 当 
一 种 酶 的 比 活性 不 能 再 增加 的 时 候 ,此 酶 可 视 为 高 纯度 。 然 而 ,还 需要 注意 的 是 , 酶 的 比 活力 与 酶 的 稳定 
性 有 密切 的 关系 。 任 何 一 种 酶 的 比 活性 都 会 随 着 时 间 的 推移 而 下 降 , 稳 定性 越 差 , 比 活性 下 降 得 就 越 快 。 


二 、 酶 活力 测定 的 方法 
测定 一 种 酶 的 活力 实际 上 就 是 测定 它 所 催化 的 化 学 反应 的 最 佳 反 应 速率 。 而 测定 反应 速率 的 方 
法 原则 上 有 两 种 ,一 种 是 检测 单位 时 间 内 底 物 的 减少 量 , 另 一 种 是 测定 单位 时 间 内 产物 的 增加 量 。 使 
用 后 一 种 方法 更 为 常见 ,原因 是 当 测 定 反 应 的 初速 率 时 ,产物 量 的 变化 是 从 无 到 有 ,其 变化 更 为 敏感 
既然 酶 促 反 应 速率 受到 多 种 因素 的 影响 ,那么 在 检测 酶 活力 的 时 候 , 就 应 应 该 尽 可 能 让 酶 本 身 的 人 
化 能 力 充分 地 展示 出 来 ,一 切 不 利于 酶 促 反 应 的 因素 都 应 当 被 降 到 最 低 。 总 的 原则 是 中 反应 条 件 为 





最 适 条 件 , 包 括 最 适 pH 最 适 温度 和 最 适 离子 强度 等 ;@ 反 应 速率 为 初速 率 ;@) 底 物 浓 度 过 量 。 

在 采用 上 述 原则 以 后 ,测定 一 种 酶 活力 最 为 关键 的 一 步 就 是 选择 一 种 检测 底 物 量 或 产物 量变 化 
的 方法 。 然 而 ,不 同 酶 促 反 应 的 底 物 或 产物 在 结构 上 千差万别 ,有 的 很 容易 检测 ,有 的 则 不 然 。 于 是 ， 
人 们 根据 底 物 或 产物 的 结构 和 性 质 设 计 了 不 同 的 检测 方法 ,综合 起 来 ,通常 有 以 下 3 种 。 

(一 ) 直接 测定 法 

使 用 直接 (direct assay) 测 定 法 的 酶 促 反 应 的 产物 或 底 物 会 产生 明确 的 可 检测 信号 ,只 需 利 用 专门 
的 仪器 就 可 以 直接 测定 出 它们 的 变化 。 例 如 使 用 专门 的 放射 性 同位 素 计 数 仪 , 可 测定 被 放射 性 同位 
素 标记 的 底 物 量 的 变化 ;使 用 分 光 光 度 计 (spectrophotometry), 可 在 特定 的 波长 检测 具有 光 吸 收 的 底 物 
或 产物 量 的 变化 ;使 用 菊 光 光谱 测定 法 (spectrofluorimetry), 可 测定 能 发 出 荧光 的 底 物 或 产物 量 的 变化 。 

以 细胞 色素 氧化 酶 为 例 ( 详 见 第 二 十 章 “生物 氧化 ”), 它 催化 的 反应 是 :细胞 色素 (Fe ”) 一 细胞 
色素 c(Fe”)。 由 于 底 物 (还 原型 细胞 色素 ec) 和 产物 (氧化 型 细胞 色素 e) 具有 不 同 的 光 吸 收 性 质 , 前 者 
在 560 nm 有 吸收 峰 , 后 者 无 ,因此 通过 分 光 光 度 计 测 定 在 单位 时 间 内 光 吸 收 在 560 nm 处 的 减少 ,就 可 
以 测定 出 这 种 酶 的 活力 (图 13-1)。 


光 吸 收 





13-1 细胞 色素 氧化 酶 活力 的 直接 测定 


二 辣 记 用 清 吉 (二 ) 间接 测定 法 
站 O 使 用 间接 测定 法 (indirect assay) 测定 的 酶 促 
呈 ~ 节 宙 应 的 产物 和 底 物 都 无 法 提供 明确 的 可 检测 信 
| ea 号 ， ras 以 将 杰 放 的 产物 与 一 
个 能 产生 特定 的 可 检测 信号 的 非 酶 促 反应 偶 联 
人 和 在 一 起 ,进行 间接 的 测定 。 以 二 氧 乳 清 酸 脱氧 酶 
(dihydroorate dehydrogenase) 测 定 为 例 (图 13-2)， 
vi 2 反应 能 以 二 氧 乳 清 酸 和 氧化 态 辅酶 Q 为 底 物 , 产 
泛 醒 泛 醒 生 乳 清 酸 和 还 原 态 辅酶 Q。 如 果 反 应 系统 中 存在 

(氧化 态 ) (还 原 态 ) 


氧化 态 的 二 氧 酚 靛 酚 (dichlorophenol indophenol， 


， DCPIP), 它 会 与 还 原 态 铺 栈 起 反应 ,将 畏 栈 Q 重 
心 NT 新 氧化 成 氧化 态 , 而 它 自身 则 还 原 成 还 原 态 。 由 于 


人 还 原 态 的 DCPIP 无 色 , 氧 化 态 的 DCPIP 呈 深 蓝 色 ， 
ww， 十 因此 可 以 利用 DCPIP 颜色 的 变化 间接 测定 二 氧 乳 
还 原 态 氧化 态 
(无 色 ) 总 d (深蓝 色 ) 。 清 酸 脱 氢 酶 的 活性 。 
人 人 (三 ) 偶 联 测定 法 
2,6-- 二 
偶 联 测定 法 (coupled assay) 的 原理 是 将 一 个 
图 '? ?二 气 乳 清 下 有 乞 本 的 问 接 测 呈 难以 测定 的 酶 促 反应 跟 一 个 容易 测定 的 酶 促 反应 


如 何 直接 测定 乙醇 
脱 氢 酶 .逆转 录 酶 和 和 蛋白质 激 
酶 的 活性 ? 
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如 何 使 用 偶 联 法 来 
测定 顺 乌 头 酸 酶 的 活性 ? 
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偶 联 在 一 起 ,通过 第 二 个 酶 反应 测定 第 一 个 酶 的 活性 。 以 己 糖 激 酶 催化 的 反应 为 例 ,该 反应 的 产物 6- 
磷酸 葡 糖 可 作为 第 二 个 6- 磷酸 葡 糖 脱氧 酶 的 底 物 。 在 此 酶 的 催化 下 ,6- 磷酸 葡 糖 脱氧 转 变 成 6- 磷 
酸 葡 糖 酸 内 酯 ,同时 NADP* 被 还 原 成 NADPH。 由 于 NADPH 在 340 nm 有 吸收 峰 ,因此 可 以 通过 分 光 
光度 计 测 定 340 nm 光 吸 收 的 增加 来 间接 测定 己 糖 激酶 的 活性 (图 13-3) 








CHOH CH2O PO3 
oO 
本 于 本 于 
1 放 + ATP 己 精 激 本 0 了 让 +ADP+ 下 
HO OH HO OH 六 上 
下 OH H OH 昌 
NADP+ 
6_ 磷 酸 葡 精 脱氧 栈 240 260 280 300 320 340 360 
波长 /nm 
NADPH 
6- 磷 酸 葡 糖 酸 内 酯 


13-3 ，” 己 糖 激酶 活力 的 偶 联 测定 


在 选择 偶 联 法 测定 一 种 酶 活力 时 ,必须 让 第 一 个 酶 促 反 应 成 为 总 反应 的 限 速 步 又 , 即 必须 保证 第 
一 个 酶 促 反 应 的 产物 能 立即 被 第 二 个 酶 利用 。 这 可 以 通过 让 第 二 个 酶 过 量 而 实现 ,否则 ,第 二 个 酶 促 
反应 不 能 准确 反映 第 一 个 酶 的 活性 。 此 外 ,在 设计 两 个 偶 联 反应 时 ,最 好 能 兼顾 到 两 个 酶 促 反 应 的 最 
适 条 件 , 同 时 注意 到 抑制 剂 或 底 物 对 两 个 酶 可 能 的 抑制 作用 。 


二 节 。 酶 的 分 离 和 纯化 


既然 绝 大 多 数 酶 的 化 学 本 质 是 蛋白 质 ,那么 纯化 蛋白 质 的 各 种 方法 、 策 略 和 注意 事项 完全 可 以 用 
于 酶 的 分 离 和 纯化 。 

图 13-4 为 一 种 酶 典型 的 分 离 纯化 流程 图 ,* 表示 可 以 选择 的 手段 ,它们 的 前 后 次 序 需要 根据 具体 
酶 的 性 质 做 适当 调整 。 需 要 注意 的 是 ,每 一 步 完 成 以 后 取得 的 进展 可 以 通过 以 下 几 种 方法 进行 鉴定 : 


起 始 材料 (细胞 ) 





样品 一 一 一 纯化 步骤 一 





重复 另外 一 种 纯化 
步骤 直至 得 到 纯 酶 


否 





人 @ 测 定 回收 到 的 总 蛋白 量 ;@ 测 定 回 收 到 的 酶 总 活性 ;@ 凝 胶 电泳 和 比 活性 的 测定 ,以 观测 目标 酶 纯 
度 和 杂 和 蛋白 条 带 的 变化 。 

当 纯 化 完成 以 后 ,不 要 忘记 绘制 一 张 酶 纯化 表 ( 表 13-1), 在 表 中 需要 注 明 每 一 步 纯 化 得 到 的 
数据 :四 酶 溶液 体积 (mlD); @ 酶 溶液 蛋白 质 含量 (mg/ml); 四 酶 溶液 活性 (Uiml); 田 酶 总 量 或 酶 总 活 
性 (U) = 酶 活力 (Uml) x 体积 (mD);@@ 比 活性 (Umg)= 酶 活力 (Uml)/ 和 蛋白 质量 (mg/ml); @ 总 蛋 
白 (mg) = 酶 溶液 蛋白 质 含量 (mg/ml) x 体积 (mbD;CO 得 率 (%) = 每 一 步 纯 化 后 的 酶 总 量 / 每 一 步 纯 化 
之 前 的 酶 总 量 x100%;(8) 纯 化 倍数 = 每 一 步 纯 化 后 的 酶 比 活性 / 每 一 步 纯 化 之 前 的 酶 比 活性 。 


m 表 13-1 酶 纯化 表 


纯化 步骤 酶 溶液 体积 /mL 总 蛋白 /mg 总 活性 如 比 活性 /(Uml ) 纯化 倍数 得 率 /和 





粗细 胞 抽取 物 1 400 10 000 100 000 10 1 100 

凝 胶 过 滤 90 400 80 000 200 20 80 

离子 交换 80 100 60 000 600 3 75 
第 三 节 ” 酶 工程 


许多 天 然 酶 本 身 存在 一 些 不 尽 如 人 意 的 性 质 ,如 稳定 性 差 、 抗 原 性 强 、 副 作用 大 、 含 量 低 和 反应 
条 件 特 殊 等 。 相 对 于 科研 和 生产 的 要 求 , 酶 的 这 些 缺 陷 大 大 地 限制 了 它们 的 应 用 ,因此 ,研究 人 员 一 
直 在 想方设法 利用 各 种 手段 ,按照 自己 的 意愿 去 改造 它们 ,甚至 在 对 已 有 的 酶 结构 和 功能 认识 的 基础 
上 ,去 创造 自然 界 根 本 不 存在 的 酶 ,以 造福 人 类 。 然 而 ,目前 对 生物 大 分 子 的 了 解 (特别 是 对 酶 ) 远 远 
落后 于 对 小 分 子 的 了 解 ,其 主要 原因 是 由 于 酶 的 性 质 和 功能 由 其 精确 的 三 维 构象 决定 ,而 现在 对 于 指 
导 和 蛋白 质 折 蚕 的 详细 机 制 以 及 蛋白质 结 构 和 功能 之 间 的 关系 的 理解 还 很 不 完全 。 这 就 需要 人 们 进行 
更 多 的 基础 研究 ,同时 需要 多 种 学 科 , 特 别 是 化 学 、 免 疫 学 .结构 生物 学 .生物 信息 学 分子 生 物 学 和 遗 
传 学 等 在 此 领域 的 交叉 和 融合 。 

就 目前 的 水 平 ,从 头 设计 一 种 酶 还 不 切实 际 ,但 对 已 经 存在 的 酶 进行 各 种 形式 的 修饰 和 改造 却 是 
切实 可 行 的 。 修 饰 和 改造 的 手段 可 以 是 化 学 的 ,也 可 以 是 生物 学 的 ,前 者 为 化 学 酶 工程 ,后 者 为 生物 酶 
工程 。 按 照 修饰 或 改造 的 具体 手段 , 酶 工程 可 以 分 为 固定 化 酶 (immobilized enzymes) 人 工 酶 (artificial 
enzymes) 定 点 突变 酶 .杂交 酶 和 抗体 酶 等 。 


一 、 固 定 化 酶 

酶 的 商业 化 应 用 越 来 越 普 及 ,尤其 是 在 洗涤 食品 和 酿造 工业 上 。 但 是 ,如 果 直 接 使 用 可 溶性 的 
酶 制剂 往往 存在 以 下 问题 :四 溶解 在 反应 系统 中 ,难以 回收 ;@ 某 些 产物 能 抑制 酶 活力 (反馈 抑制 ); 
@) 不 稳定 。 

固定 化 酶 就 是 针对 上 述 问 题 而 发 展 起 来 的 一 项 技术 ,其 原理 是 指 将 一 种 可 溶性 酶 与 不 溶性 的 有 
机 或 无 机 基质 结合 ,或 者 将 其 包 埋 到 特殊 的 具有 选择 透 过 性 的 膜 内 ,从 而 提高 酶 的 稳定 性 ,也 便于 重 
复 和 持续 使 用 。 与 可 溶性 酶 相 比 ,固定 化 酶 具有 方便 、 经 济 和 稳定 等 优点 ,很 好 地 解决 了 直接 使 用 而 
产生 的 一 些 问题 。 

酶 的 固定 化 方法 有 载体 结合 (carrier-binding)、 交 联 (ceross-linking) 和 包 埋 (entrapping) 三 种 
(图 13-5)。 

(一 ) 载体 结合 

载体 结合 的 方法 是 最 早 的 酶 固定 化 技术 。 在 这 种 方法 中 ,与 载体 结合 的 酶 量 和 固定 以 后 的 酶 活 
力 取决 于 载体 的 性 质 。 载 体 的 选择 又 取决 于 酶 的 性 质 以 及 颗粒 大 小 、 比 表面 积 \. 亲 水 基 团 与 疏水 基 团 


《13, 


你 如 何 用 实验 的 
方法 确定 一 种 酶 有 没有 四 级 


结构 ? 





载体 结合 


13-5 酶 固定 化 的 三 种 


方法 
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为 什么 人 工 酶 一 般 
遵守 米 氏 饱和 动力 学 ? 
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的 摩尔 比 和 化 学 组 成 等 因素 。 

用 来 固定 酶 的 载体 最 常见 的 有 多 糖 衍生 物 (如 纤维 素 .和 葡 聚 糖 和 琼脂 糖 ) 和 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 。 根 
据 酶 的 结合 方式 ,载体 结合 还 可 以 进一步 分 为 物理 吸附 (physical adsorption)\ 离 子 结合 (ionic binding) 
和 共 价 结合 (covalent binding)。 

(二 ) 交 联 

交 联 是 通过 双 功 能 或 多 功能 试剂 的 作用 ,在 酶 分 子 之 间或 酶 与 不 溶性 支持 物 分 子 上 的 功能 基 团 
之 间 形 成 共 价 键 的 一 种 酶 固定 方法 ,通常 会 与 其 他 方法 结合 起 来 使 用 。 如 果 交 联 在 酶 分 子 之 间 进 行 ， 
则 代价 昂贵 ,效率 低下 ,原因 是 一 些 酶 分 子 将 不 可 避免 地 起 支持 物 的 作用 。 

使 用 最 多 的 双 功 能 试剂 是 成 二 醛 (glutaraldehyde)。 由 于 交 联 反应 一 般 在 较为 激烈 的 条 件 下 进行 ， 
而 这 样 的 条 件 会 改变 酶 活力 中 心 的 构象 ,因此 ,有 时 会 造成 酶 活力 的 显著 下 降 。 

(三 ) 包 埋 

包 埋 是 将 酶 分 子 整 合 到 半 透 性 胶 形成 的 网 格 内 或 用 半 透 性 的 多 聚 物 膜 包 被 酶 的 一 种 固定 化 方 
法 。 在 包 埋 中 使 用 的 胶 或 膜 所 起 的 作用 都 是 截留 酶 ,同时 允许 底 物 和 产物 自由 通过 。 

与 共 价 结合 和 交 联 不 一 样 的 是 酶 分 子 在 包 埋 中 并 不 与 胶 或 膜 结 合 ,这 样 的 性 质 也 使 它 的 应 用 更 
为 广泛 。 但 在 包 埋 的 时 候 ,化 学 聚合 的 反应 比较 剧烈 ,会 导致 酶 活力 的 损失 。 因 此 ,各 种 酶 在 包 埋 中 
选择 好 最 合适 的 条 件 是 非常 必要 的 。 

根据 包 埋 的 方式 , 包 埋 又 可 以 分 为 网 格 型 (lattice-type) 和 微 胶 襄 型 (microcapsule-type)。 前 者 将 酶 
包 在 交 联 的 水 不 溶性 多 聚 物 的 间隙 内 ,后 者 则 将 酶 包 在 半 透 性 的 多 聚 物 膜 内 。 


二 5 大工 

人 工 酶 也 称 为 人 工 合成 酶 (synzyme), 它 们 一 般 是 具有 类 似 酶 活力 的 合成 多 聚 物 或 寡 聚 物 , 有 时 还 
包括 具有 酶 活力 的 天 然 蛋白 的 衍生 物 (并 非 固定 化 酶 )。1977 年 Dhar 报道 ,人 工 合成 的 八 肽 序列 Glu- 
Phe-Ala-Glu-Glu-Ala-Ser-Phe 具有 溶菌 酶 的 活性 ,其 活力 为 天 然 酶 的 一 半 。1990 年 ,Steward 等 人 使 用 
胰 凝 乳 蛋 白 酶 的 底 物 酷 氨 酸 乙 酯 作为 模板 ,用 计算 机 模拟 胰 凝 乳 蛋 白 酶 的 活性 位 点 ,构建 出 一 种 由 73 
个 氨基 酸 残 基 组 成 的 多 肽 ,其 活性 部 位 由 Ser、Asp 和 His 组 成 。 此 肽 对 烷 基 酯 底 物 的 活力 为 天 然 
胰 凝 乳 蛋 白 酶 的 1% ,同时 还 显示 了 底 物 特异 性 以 及 对 胰 凝 乳 蛋白 酶 抑制 剂 的 敏感 性 等 .还 有 人 将 
(Ru(NH);)# 连 到 肌 红 蛋白 表面 的 3 个 His 残 基 上 ,可 以 将 其 从 氧气 的 载体 转化 成 一 种 氧化 酶 一 一 氧 
化 抗坏血酸 同时 还 原 分 子 氧 , 效 果 与 天 然 的 抗坏血酸 氧化 酶 (ascorbate oxidase) 相差 不 多 。 

人 工 酶 必须 具备 两 个 结构 要 素 ,一 个 是 底 物 结合 位 点 , 另 一 个 是 催化 位 点 。 一 般 情 况 下 ,得 到 底 
物 结合 位 点 相对 简单 ,而 得 到 催化 位 点 比较 困难 。 在 设计 两 个 位 点 的 时 候 , 可 分 别 考虑 ,但 要 是 底 物 
结合 位 点 能 很 好 地 结合 反应 过 渡 态 类 似 物 ,那么 这 样 的 位 点 往往 也 具有 催化 活性 。 一 般 而 言 , 人 工 酶 
遵守 米 氏 反应 动力 学 。 

许多 人 工 酶 是 通过 模拟 天 然 酶 与 底 物 的 结合 和 催化 过 程 而 得 到 的 ,这 些 酶 也 称 为 模拟 酶 。 例 如 ,对 
一 些 天 然 或 人 工 合成 的 化 合 物 引 入 某 些 活性 基 团 ,使 其 具有 酶 的 行为 。 目 前 用 于 构建 模拟 酶 的 这 类 酶 模 
型 分 子 有 环 糊 精 、 冠 醚 、 穴 醚 、 笼 醚 和 中 啉 等 。 利 用 环 糊 精 已 成 功 地 模拟 了 胰 凝 乳 蛋 白 酶 ,核糖 核酸 酶 、 转 
氮 酶 .碳酸 酥 酶 等 。1985 年 ,Bender 等 人 利用 B- 环 糊 精 的 空 穴 作为 底 物 的 结合 部 位 ,以 连 在 环 糊 精 侧 链 
上 的 羧基 咪唑 基 及 环 糊 精 自身 的 一 个 产 基 共同 构成 催化 中 心 ,构建 成 了 胰 凝 乳 和 蛋白酶 的 模拟 酶 。 





三 、 定 点 突变 酶 

定点 突变 是 利用 重组 DNA 技术 ,在 基因 水 平 上 对 编码 酶 的 核 苷 酸 序列 进行 定点 突变 ,以 使 酶 
在 特定 位 置 的 氨基 酸 序列 发 生变 化 ,再 经 过 筛选 从 而 得 到 “新 酶 ”的 过 程 ( 详 见 第 四 十 四 章 “ 重 组 
DNA 技术 ”)。 





通过 对 酶 基因 的 定点 突变 可 以 改变 酶 的 性 质 ( 如 酶 活力 稳定 性 、. 底 物 专 一 性 和 对 辅酶 的 依赖 性 
等 ), 从 而 得 到 具有 新 性 状 的 酶 。 例 如 ,将 枯草 杆菌 蛋白 酶 的 Asp99 和 Clu156 替换 成 Lys 后 ,使 这 个 酶 
在 pH7 和 pH6 时 的 活力 分 别提 高 了 1 倍 和 10 售 。 


四 、 杂 交 酶 

现代 分 子 生 物 学 技术 的 发 展 已 允许 人 们 将 两 种 不 同 的 生物 分 子 融合 在 一 起 ,以 获得 具有 新 性 质 、 
新 功能 的 杂 合 分 子 。 杂 交 酶 就 是 酶 与 其 他 生物 分 子 融合 在 一 起 的 产物 。 以 图 13-6 为 例 , 将 一 段 特 定 
序列 的 朝 聚 核 苷 酸 “ 嫁 接 ” 到 葡萄 球菌 核酸 酶 (staphylococcal nuclease) 的 Cys116 残 基 上 ,形成 的 是 一 
种 蛋白 质 / 核酸 杂交 酶 。 由 于 接 到 酶 分 子 上 的 碱 基 序列 能 与 细胞 内 的 DNA 分 子 上 特定 的 碱 基 序列 互 
补 , 因 此 ,这 样 的 杂交 酶 能 通过 碱 基 序列 的 互补 对 一 种 DNA 分 子 实行 定点 切割 。 显 然 , 天 然 的 葡萄 球 
菌 核酸 酶 无 此 特异 性 。 


Cys 116 ? FCAGGGCACCGTGGCCATTTGAGG25 
盛 
户 聚 核 苷 酸 结合 位 点 





13-6 ”衍生 于 葡萄 球菌 核酸 酶 的 蛋白 质 / 核酸 杂交 酶 


五 、 抗 体 酶 

抗体 酶 也 就 是 催化 性 抗体 , 它 是 抗体 的 高 度 特异 性 与 酶 的 高 效 催化 性 巧妙 结合 的 产物 ,其 本 质 上 
是 一 类 在 可 变 区 赋予 了 酶 活力 的 免疫 球 蛋 白 。 

迄今 为 止 ,抗体 酶 所 催化 的 反应 除了 酯 . 羧 酸 和 酰胺 的 水 解 外 ,还 有 酰胺 形成 .氧化 还 原 . 光 诱导 
裂解 和 聚合 . 酯 交换 等 。 这 些 抗体 酶 催化 反应 的 专 一 性 相当 于 甚至 超过 天 然 的 酶 ,催化 速率 少量 可 
到 酶 催化 的 水 平 ,但 多 数 催化 能 力 不 是 很 高 。 


框 13-1 生化 动态 一 一 抗体 酶 的 新 来 源 

现在 除了 使 用 人 工 设计 的 过 渡 态 类 似 物 作为 半 抗 原 , 然后 用 它 去 免疫 动物 获得 抗体 酶 以 外 ,人 们 已 
发 现 另 外 一 种 获得 抗体 酶 的 方法 ,就 是 从 患 自 身 免 疫 性 疾病 患者 的 血 请 中 去 寻找 天 然 的 抗体 酶 。 

这 种 获得 抗体 酶 的 想法 源 自 Paul 等 人 的 发 现 。 在 1989 年 ,Paul 发 现 一 些 哮 喘 病 患者 血清 中 的 IgG， 
可 以 特异 性 催化 一 种 叫 血 管 活性 肠 肽 (vasoactive intestinal peptide,VIP) 的 激素 水 解 。 这 种 抗体 酶 对 VIP 
的 亲和力 非常 高 ,两 者 的 解 离 常数 右 约 为 0.76 nmolVL。VIP 上 位 于 14~22 号 位 的 肽 键 对 这 种 抗体 酶 敏感 。 化 学 修饰 栈 
进一步 研究 还 表明 ,这 种 抗体 的 轻 链 单独 就 能 水 解 VIP。 对 这 种 抗体 酶 的 催化 机 制 的 研究 表明 , 它 实 际 上 你 认为 哪些 氨基 酸 
的 侧 链 基 团 可 以 用 来 进行 共 
就 是 一 种 丝氨酸 蛋白 酶 。 ae 

显然 ,这 样 的 抗体 比 仅仅 是 与 抗原 可 逆 结 合 的 抗体 中 和 抗原 的 能 力 要 强 得 多 。 后 来 有 人 在 淋巴 瘤 性 
甲状 腺 肿 患 者 和 系统 性 红斑 狼疮 患者 的 血清 中 ,同时 发 现 可 水 解 甲状 腺 球 蛋 白 的 抗体 酶 。 还 有 人 在 多 通 
瘤 患者 的 血清 中 发 现 具有 凝血 酶 原 活性 的 抗体 轻 链 。 


除了 针对 蛋白 质 的 抗体 酶 以 外 ,一 些 可 水 解 DNA 和 RNA 的 天 然 抗体 酶 也 相继 被 发 现 。 最 神奇 的 是 ， 
有 人 在 健康 产妇 的 母乳 中 发 现 具 有 激酶 活性 的 抗体 ,这 类 抗体 酶 可 催化 母乳 中 的 酷 蛋 白 发 生 磷酸 化 。 


起 1 
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原因 在 哪里 ? 主要 是 因为 抗原 - 抗体 间 的 结合 是 相当 肤浅 的 接触 。 虽 然 这 样 已 经 足够 作为 免疫 
识别 之 用 ,但 在 酶 催化 上 却 有 所 不 足 。 事 实 上 , 酶 的 催化 反应 比 单纯 的 抗原 - 抗体 结合 要 复杂 得 多 ， 
牵涉 到 许多 电子 的 转移 与 空间 的 扭 动 。 因 此 , 酶 活力 中 心 多 深 埋 在 分 子 内 部 ,多 数 为 一 个 口袋 式 的 结 
合 区 ,以 避 开 环境 中 水 分 子 的 干扰 ,使 得 底 物 或 过 渡 状 态 能 与 活性 区 有 更 密切 的 结合 , 而 不 只 是 表面 
的 接触 而 已 。 

除了 以 上 几 种 酶 工程 手段 以 外 ,化 学 修饰 酶 也 是 一 种 常见 的 形式 。 这 种 酶 工程 是 利用 化 学 的 手 
段 , 对 酶 分 子 上 的 氨基 酸 侧 链 基 团 进 行 修饰 ,以 改善 酶 的 性 能 。 


推荐 网 址 : 
1. http:Wwolfson.huji.ac.il/purification/Purification_Protocols.html( 内 有 各 种 生物 分 子 纯化 的 方法 ) 
2. http :Wen.wikipedia.org/wiki/Immobilized_enzyme( 维 基 百 科 有 关 固 定 化 酶 的 内 容 ) 
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2. Zhou G W ,et al. Crystal structure of a catalytic antibody with a serine protease active site. Science ,265 : 
1 059-1 064 ,1994. 
3. Zhong Z,et al. Active-site-directed modification of subtilisin J 4m Chem Soc,113 (6):2 259-2 263 ,1991. 





色 ” 第 十 四 章 ”维生素 与 辅酶 


维生素 (vitamin) 是 维持 生物 体 正常 生命 活动 必 不 可 少 的 一 类 小 分 子 有 机 化 合 物 。 虽 然 机 体 对 它 
们 的 需要 量 甚 少 ( 一 个 人 每 日 需要 量 在 微克 或 毫克 级 ), 但 由 于 它们 不 能 在 体内 合成 ,或 者 虽 能 合成 但 
合成 的 量 难以 满足 机 体 的 需要 ,必须 通过 饮食 等 手段 获取 。 虽 然 它 们 在 体内 既 不 是 构成 细胞 组 织 的 
原料 ,也 不 是 供 能 的 物质 ,但 是 ,它们 在 代谢 调节 促进 生 长 发 育 和 维持 生理 功能 等 方面 却 发 挥 着 十 分 
重要 的 作用 。 因 此 ,人 体 如 果 长 期 缺乏 某 种 维生素 ,就 会 出 现 相 应 的 维生素 缺乏 症 。 

维生素 的 种 类 多 ,来 源 广 .功能 多 样 ,其 化 学 结构 差别 也 很 大 。 为 方便 起 见 , 通 常 按 溶 解 性 质 将 其 
分 为 脂 溶性 维生素 (fat-soluble vitamin) 和 水 浴 性 维生素 (water-soluble vitamin) 两 大 类 。 这 两 类 维生素 
的 主要 差别 参看 表 14-1。 


上 表 14-1 脂 溶性 维生素 与 水 溶性 维生素 的 比较 








Se 
溶解 性 质 不 溶 于 水 , 溶 于 有 机 溶剂 浴 于 水 

吸收 被 小 肠 吸 收 后 ,先进 入 淋巴 循环 ,然后 再 到 血液 被 肠 道 吸收 后 直接 进入 血液 
血液 运输 需要 载体 蛋白 的 帮助 游 离 的 形式 

贮存 量 多 时 与 脂肪 贮存 在 一 起 ,难以 排泄 量 多 时 经 肾 排 泄 出 去 

毒性 大 量 服用 时 容易 达到 毒性 水 平 难以 达到 毒性 水 平 

实例 维生素 DAK 和 下 B 族 维生素 和 维生素 C 


本 章 将 主要 介绍 各 种 维生素 的 结构 和 生理 功能 ,并 重点 讨论 它们 与 辅酶 或 辅 基 的 关系 。 


第 一 妆 ”水 溶性 维生素 


水 溶性 维生素 包括 B 族 维生素 和 维生素 C ,它们 在 生物 体内 能 够 直接 作为 辅酶 或 辅 基 ,或 者 转变 
为 辅酶 或 辅 基 , 参 与 物质 代谢 和 能 量 代谢 。 当 水 溶性 维生素 缺乏 时 ,机体 的 代谢 会 出 现 障碍 ,最 容易 受 
到 影响 的 是 生长 和 分 裂 旺 盛 的 细胞 和 组 织 , 如 上 皮 细 胞 和 血细胞 。 不 同 的 水 溶性 维生素 的 缺乏 往往 
会 有 一 些 交叉 的 症状 ,如 皮炎 (dermatitis)、 舌 炎 (glossitis). 口 角 炎 (cheilitis) 和 腹泻 (diarrhea)。 由 于 神 
经 组 织 的 活动 非常 依赖 于 持续 的 能 量 供应 ,尤其 是 来 自 糖 氧 化 分 解 所 释放 出 的 能 量 , 因 此 ,在 很 多 情 
况 下 ,缺乏 水 溶性 维生素 也 会 影响 到 神经 系统 的 功能 , 主要 症状 有 外 周 神经 炎 (peripheral neuropathy)、 
忧郁 (depression) 精神 错 乱 (mental confusion) 和 运动 失调 等 。 


一 、B 族 维生素 

这 是 一 个 大 家 族 ,包括 维生素 B, .维生素 B, 维生素 PP 维生素 Be 泛酸 .生物 素 . 叶 酸 、 硫 辛酸 和 维 
生 素 Ba。 它 们 的 共同 特点 有 :GD 在 自然 界 经 常 共同 存在 ,最 丰富 的 来 源 是 酵母 ,蔬菜 和 动物 肝脏 ;@ 从 
低 等 的 微生物 到 高 等 动物 和 人 类 都 需要 它们 作为 营养 要 素 ;@) 在 生物 体内 主要 作为 辅酶 或 辅 基 参 与 代 
谢 ;@ 四 从 化 学 结构 上 看 ,大 都 含有 N;@O 从 性 质 上 看 ,此 类 维生素 易 溶 于 水 ,对 酸 稳定 , 易 被 碱 或 热 破坏 。 

(一 ) 维生素 B， 

维生素 B, 是 第 一 个 被 发 现 的 维生素 ,其 化 学 结构 如 图 14-1 所 示 , 因 具有 含 S 的 噬 唑 环 和 含 氨 基 
的 喀 啶 环 故 又 名 为 硫 胺 素 (thiamine)。 





各 种 各 样 的 维生素 


你 如 何 提高 机 体 对 
脂 溶性 维生素 的 吸收 效率 ? 
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维生素 B, 易 被 小 肠 吸 收 , 在 
NH， 


细胞 内 受 激酶 的 催化 被 磷酸 化 成 网 

焦 磷 酸 硫 胺 素 (TPP)。TPP 是 体 盖 。 RE 

内 催化 e- 酮 酸 氧化 脱羧 的 酶 的 

辅酶 ,也 是 磷酸 戊 糖 途径 中 转 酮 帮 有 

酶 的 辅酶 (分 别 参看 第 二 十 三 章 NH , 层 

“三 羧 酸 循环 "和 第 二 十 四 章 “ 磷 ”六 

酸 成 糖 途 径 ” ), 在 反应 中 直接 作 or 四 
以 0- 0- 


为 亲 核 试剂 参与 催化 。 当 维生素 
B, 缺乏 时 ,由 于 TPP 合成 不 足 ,两 
柄 酸 和 w- 责成 二 酸 的 氧化 脱 凌 。 全 14-1 维生素 B 及 其 的 畏 栈 (TPP) 的 化 学 结构 四 
以 及 磷酸 成 六 途 径 即 发 生 障碍 ,这 必然 会 导致 久 的 氧化 利用 受阻。 在 正常 情况 下 ,神经 组 织 ,的 能 量 供 
应 依赖 于 糖 的 氧化 分 解 ,因此 维生素 B, 缺乏 首先 会 影响 神经 组 织 的 能 量 供应 ,并 伴 有 丙酮 酸 及 乳酸 等 

在 神经 组 织 中 的 堆积 ,出 现 手 足 有 麻木 .四 肢 无 力 等 多 发 性 外 周 神经 炎 的 症状 。 重 者 引起 心跳 加 快 \ 心 
脏 扩大 和 心力 衰竭 ,临床 上 称 为 脚气 病 (beriberi), 因 此 维生素 B, 又 被 称 为 抗 脚气 病 维 生 素 。 

维生素 B, 还 有 抑制 乙酰 胆 碱 酯 酶 的 作用 。 乙 酰 胆 碱 酯 酶 能 催化 神经 递 质 一 一 乙酰 胆 碱 的 水 解 。 
因此 , 当 缺 乏 维生素 B, 时 ,乙酰 胆 碱 酯 酶 活性 将 增强 ,乙酰 胆 碱 水 解 加 速 ,神经 传导 会 受到 影响 ,可 造 
成 胃 肠 蠕动 缓慢 消化 液 分 沁 减 少食 欲 缺 乏 和 消化 不 良 等 症状 。 反 之 ,补充 维生素 B, 则 可 增加 食欲 、 
促进 消化 。 富 含 B, 的 食品 有 肉 类 绿叶 素菜 谷物 及 麦片 等 。 

(二 ) 维生素 B， 

维生素 B, 是 由 核糖 醇 (ribitol) 与 7,8- 二 甲 基 异 咯 嗪 (iso-alloxazine) 结合 而 成 (图 14-2)。 氧 化 型 
的 维生素 B, 呈 黄 色 , 因 而 又 名 为 核 黄 素 (riboflavin)。 异 咯 嗪 环 上 的 NI 和 NS 可 加 氢 和 脱氧 ,具有 可 道 
的 氧化 还 原 特性 ,而 这 一 特点 与 核 黄 素 的 主要 生理 功能 直接 相关 。 

核 黄 素 在 体内 经 磷酸 化 作用 ,可 转变 为 黄 素 单 核 苷 酸 (flavin mononucleotide,FMN) 和 黄 素 腺 味 
叭 二 核 音 酸 (flavin adenine dinucleotide,FAD) (图 14-2), 它 们 构成 各 种 黄 酶 或 黄 素 蛋 白 的 辅 基 参 与 
体内 生物 氧化 ,作用 机 理 详 见 第 二 “生物 氧化 "。 几 种 重要 的 黄 酶 包括 :NADH 脱氧 酶 (参看 第 


焦 磷 酸 硫 腕 素 (TPP) 
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二 十 章 “ 生 物 氧化 " ) 二 氢 硫 辛酸 脱 氢 酶 及 琥珀 酸 脱 氢 酶 (参看 第 二 十 三 章 “三 羧 酸 循环 ” ) 脂 酰 辅 
酶 A 脱氧 酶 (参看 第 二 十 九 章 “ 脂 肪 酸 代 谢 ”)、3- 磷酸 甘油 脱 氢 酶 (参看 第 二 十 八 章 “ 脂 肪 、 磷 脂 和 
糖 脂 的 代谢 ” 入 氨基酸 氧化 酶 (参看 第 三 十 一 章 "氨基 酸 代谢 ”) 和 黄 味 叭 氧化 酶 (参看 第 三 十 二 章 
“ 核 背 酸 代谢 ”)。 

维生素 B, 缺乏 时 ,主要 症状 为 口角 炎 天 炎 、 阴 宫 炎 皮疹 及 角膜 血管 增生 和 巩膜 充血 等 。 婴 幼 
儿 缺 乏 它 则 会 生长 迟缓 。 富 含 B, 的 食品 有 牛奶 和 乳 制 品 、 肉 类 绿叶 素菜 谷物 及 麦片 等 。 

(三 ) 维生素 PP 

维生素 PP 即 维 生 素 B;,, 包 括 尼克 酸 ( 烟 酸 ,nicotinic acid) 和 尼克 酰胺 ( 烟 酰胺 ,nicotinamide), 两 者 
均 为 吡啶 衔 生物 ,在 体内 可 以 相互 转变 。 动 物 组 织 中 维生素 PP 大 多 以 尼克 酰胺 的 形式 存在 。 尼 克 酰 
胺 是 构成 辅酶 I(NAD"7) 和 辅酶 开 (NADP”) 的 成 分 之 一 (图 14-3), 与 FMN 和 了 AD 一 样 ,也 具有 可 道 的 
加 所 和 脱氧 的 特性 ,因此 这 两 种 辅酶 也 参与 生物 氧化 ,作为 细胞 内 很 多 重要 的 脱 氢 酶 的 辅酶 ,例如 ,3- 
磷酸 甘油 醛 脱 氢 酶 和 6- 磷酸 葡 糖 脱 氢 酶 分 别 以 辅酶 [和 辅酶 工作 为 辅酶 (参看 第 二 十 二 章 “ 糖 醇 解 ” 
和 第 二 十 四 章 “磷酸 成 糖 途 径 ”)。 





尼克 酸 


CONH， 





NAD- 除了 可 以 作为 许多 脱 氢 酶 的 辅酶 以 外 ,在 体内 至 少 还 能 作为 其 他 3 种 酶 的 底 物 参与 相关 的 
反应 :四 许 多 细菌 (如 大 肠 杆菌 ) 的 DNA 连接 酶 (参看 第 三 十 三 章 “DNA 复制 ”);@ 真 核 细胞 内 依赖 于 
NAD- 的 组 蛋白 去 乙酰 酶 (参看 第 四 十 三 章 “ 真 核 生物 的 基因 表达 调控 ”);@ 具 有 ADP- 核糖 基 转 移 酶 
活性 的 霍乱 毒素 百日咳 毒素 和 白喉 毒素 (参看 第 十 七 章 “激素 及 其 受 体 介 导 的 信和 号 转 导 ”)。 

尼克 酸 在 人 体内 可 从 色 氮 酸 代 谢 产 生 , 但 色 氨 酸 转变 成 尼克 酸 的 量 有 限 , 不 能 满足 机 体 的 需要 ， 
因此 仍 需要 从 食物 中 获取 。 一 般 营 养 条 件 下 ,很 少 会 出 现 缺乏 维生素 PP 的 情况 。 维 生 素 PP 缺乏 时 ， 
主要 表现 为 癫 皮 病 (pellagra)。 由 于 补充 维生素 PP 可 预防 和 治愈 癫 皮 病 , 因 此 维生素 PP 又 被 称 为 抗 
首 皮 病因 子 或 抗 癫 皮 病 维生素 。 

(四 ) 维生素 Be 

维生素 Be 包括 吡 哆 醇 (pyridoxine) 吡 哆 醛 (pyridoxal) 和 吡 哆 胺 (pyrodixamine)3 种 形式 (图 14-4), 在 
体内 可 以 相互 转变 。 

细胞 内 的 维生素 Be 在 激酶 的 催化 下 经 磷酸 化 作用 转变 为 相应 的 磷酸 酯 ,其 中 作为 辅酶 的 主要 是 








14-4 ”维生素 Bs 及 其 衍 
生 的 辅酶 的 化 学 结构 


为 什么 长 期 单 食 玉 
米 有 可 能 发 生 维生素 PP 缺 
乏 病 ? 
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磷酸 吡 哆 醛 (PLP) 和 磷酸 吡 哆 胺 。 它 们 在 体内 参与 氨基 酸 的 转 氨 、 消 旋 、 某 些 氨基 酸 的 脱羧 . 半 胱 氨 酸 
的 脱 琉 基 作 用 (参看 第 三 十 一 章 “氨基 酸 代谢 ”) 和 糖 原 的 磷酸 化 ,此 外 还 参与 血清 素 . 去 甲 肾上腺 素 、 
畏 磷 脂 以 及 血红 素 的 合成 。 

维生素 Be 在 动 植物 中 分 布 极 广 ,同时 ,人 体内 的 肠 道 细菌 也 能 够 合成 它 , 因 此 人 类 尚未 发 现 单纯 
的 维生素 Be 缺乏 病 。 动 物 缺乏 维生素 Be 可 引发 与 癫 皮 病 相似 的 皮炎 。 

(五 ) 泛酸 

泛酸 (pantothenic acid) 即 维生素 B,, 是 由 ww ,7y=- 二 羟 -6,B- 二 甲 基 丁 酸 与 B- 丙 氨 酸 通 过 酰胺 键 
缩合 而 成 的 酸性 物质 , 因 其 广泛 存在 于 动 , 植 物 组 织 中 , 故 名 泛酸 或 遍 多 酸 。 

泛酸 在 体内 与 殖 基 乙 胺 、 焦 磷酸 及 3'-AMP 磷酸 结合 成 为 辅酶 A(coenzyme A,CoA) (图 14-5)。 
辅酶 A 最 重要 的 活性 基 团 为 琉 基 ,在 脂 代谢 中 以 它 的 琉 基 作为 脂 酰 基 的 载体 , 故 辅酶 A 常用 CoA-SH 
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14-5 泛酸 及 辅酶 A 的 化 学 结构 


(六 ) 叶酸 

叶酸 (folic acid) 是 由 蝶 酸 (pteroic acid) 和 谷 氮 酸 缩合 而 成 , 因 在 植物 绿叶 中 含量 丰富 而 得 名 。 食 
物 中 的 叶酸 主要 是 蝶 酸 与 请 聚 谷 氮 酸 的 缩合 物 , 即 守 聚 谷 氨 酸 叶酸 (图 14-6)。 在 消化 道内 ,这 种 形式 
的 叶酸 经 结合 酶 (conjugase) 的 作用 ,转变 为 单 谷 氨 酸 叶酸 后 才能 被 吸收 。 

细胞 吸收 叶酸 的 过 程 是 受 受 体 介 导 的 。 叶 酸 的 受 体 是 位 于 细胞 膜 上 的 一 种 糖 基 础 脂 酰 肌 醇 锚 定 
蛋白 (参看 第 十 六 章 “ 脂 质 与 生物 膜 ” )。 当 叶酸 与 膜 上 的 受 体 结合 以 后 ,就 发 生 受 体 介 导 的 内 吞 ,但 叶 
酸 与 受 体 在 胞 内 遇 到 偏 酸 的 环境 即 发 生 解 离 。 

叶酸 在 细胞 内 的 辅酶 形式 为 5,6,7,8- 四 氧 叶酸 (FH, 或 THF), 其 作用 是 参与 体内 “一 碳 单 位 ”的 
转移 (图 14-7), 充 当 甲 基 (methyl)、 亚 甲 基 (methylene)、 甲 酰基 (formyl)、 甲 川 基 (methenyl) 和 亚 胺 甲 基 
(formimino) 等 基 团 的 载体 ,在 体内 很 多 重要 物质 的 合成 中 起 作用 。 例 如 阅 ,Y"- 甲 川 基 四 氧 叶 酸 和 
N- 甲 酰 四 氢 叶 酸 参 与 味 叭 核 苷 酸 的 合成 ,其 中 甲 川 基 和 甲 酰基 分 别 成 为 味 吟 环 中 第 8 位 和 第 2 位 
上 两 个 碳 原子 的 来 源 。 在 脱氧 尿 苷 酸 转变 成 脱氧 胸 苷 酸 的 过 程 中 ,胸腺 喀 啶 中 的 甲 基 由 MX,V"- 亚 甲 
基 四 氧 叶酸 提供 ( 详 见 第 三 十 二 章 “ 核 苷 酸 代谢 ”)。 又 如 N,V“- 亚 甲 基 四 氧 叶酸 提供 亚 甲 基 使 甘 氨 
酸 转 变 成 丝氨酸 ,V- 甲 基 四 氢 叶 酸 提供 甲 基 使 高 半 胱 氨 酸 转变 为 甲 硫 氮 酸 ( 详 见 第 三 十 一 章 “ 毛 基 
酸 代谢 ”)。 

由 此 可 见 ,叶酸 与 核 苷 酸 以 及 某 些 氨基 酸 的 合成 有 密切 关系 。 当 体内 缺乏 叶酸 时 ,“ 一 碳 单位 ” 
的 转移 即 发 生 障 碍 , 核 音 酸 尤 其 是 脱氧 胸 苷 酸 的 合成 就 会 减少 ,进而 影响 到 骨 艇 中 幼 红细胞 DNA 
的 合成 ,使 得 幼 红细胞 的 分 裂 速率 明显 下 降 。 幼 红细胞 因 分 裂 障碍 而 体积 增 大 ,形成 巨 幼 红细胞 
(megaloblast), 最 终 导致 巨 红细胞 性 贫血 。 此 外 已 发 现 ,许多 癌 细 胞 膜 上 的 叶酸 受 体 过 量 表达 ,这 显然 
是 因为 癌 细 胞 需要 更 多 的 叶酸 才能 满足 其 对 核 苷 酸 合成 的 大 量 需 求 。 很 多 抗 癌 药 物 就 是 叶酸 的 类 似 
物 ,其 作用 机 制 是 抑制 癌 细 胞 对 叶酸 的 利用 和 转化 (参看 第 三 十 二 章 “ 核 苷 酸 代 谢 ”)。 
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14-7 ”能 被 四 氢 叶 酸 转移 的 “一 碳 单位 ” 


叶酸 在 绿叶 中 大 量 存在 , 肠 道 细菌 也 能 合成 它 , 故 一 般 不 发 生 缺 乏 病 。 但 当 吸收 不 良 .代谢 失常 
或 细胞 需要 过 多 ,以 及 长 期 使 用 抗生素 或 叶酸 颜 闫 药 的 情况 下 ,可 造成 叶酸 缺乏 。 

(七 ) 生物 素 

生物 素 又 名 维生素 芋 , 由 带 有 友 酸 侧 链 的 唆 只 与 尿素 骆 合 而 成 (图 14-8)。 

在 生物 体内 ,生物 素 作为 多 种 羧 化 酶 的 辅 基 参 与 CO, 的 固定 。 细 胞 内 ,在 生物 素 蛋白 质 连 接 栈 
(biotin protein ligase) 的 催化 下 ,生物 素 通过 戊 酸 侧 链 与 羧 化 酶 的 Lys 残 基 上 的 s-NH2 形成 酰胺 键 。 于 
是 ,生物 素 通过 细 长 的 碳 氢 链 系 在 酶 分 子 上 ,这 种 结构 对 羧 化 反应 十 分 重要 (参看 第 二 十 五 章 “ 糖 异 
生 ” )。 通 常 将 以 这 种 形式 存在 的 生物 素 和 赖 氨 酸 
残 基 的 复合 物 称 为 生物 胞 素 (biocytin)。 

由 于 生物 素 在 动 , 植 物 组 织 中 广泛 存在 , 肠 【上 中 > 人 
道 细菌 也 能 合成 , 故 一 般 很 少 发 生生 物 素 缺乏 病 。 
但 是 ,长 期 生 吃 鸡蛋 可 导致 该 维生素 的 缺乏 ,这 是 
因为 鸡蛋 清 中 含有 一 种 抗 生 物 素 蛋 白 即 亲 和 素 ， 
此 蛋白 质 与 生物 素 具有 很 高 的 亲和力 ,可 妨碍 人 


鸡蛋 里 的 抗 生 物 素 
蛋白 的 功能 是 什么 ? 在 鸡蛋 
里 还 有 一 种 蛋白 质 具 有 类 似 





体 对 生物 素 的 吸收 。 游离 生物 素 和 的 功能 ,这 种 蛋白 质 是 什么 ? 
生物 素 缺乏 的 主要 症状 包括 鳞 状 皮炎 、 精 神 人 姑 何 让 你 梳 沙 一 各 
14-8 生物 素 和 生物 胞 素 的 化 学 结构 人 
忧郁 脱发 和 无 食欲 等 。 2 设计 BAS 系统 ? 
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框 14-1 生化 应 用 一 生物 素 - 亲 和 素 检测 系统 的 建立 和 应 用 

生物 素 分 子 有 两 个 环 状 结构 ,其 中 咪唑 酮 环 是 与 亲 和 素 结合 的 主要 部 位 ; 叹 吟 环 的 Cc2 上 有 一 成 酸 侧 
链 ,其 末端 羧基 可 用 来 结合 抗体 和 其 他 生物 大 分 子 , 经 化 学 修饰 后 ,可 与 各 种 抗原 ` 抗 体 \ 酶 及 核酸 分 子 中 
相应 基 团 偶 联 形成 生物 素 化 标记 物 。 

亲 和 素 是 由 4 个 相同 亚 基 组 成 的 碱 性 糖 蛋白 ,每 个 亲 和 素 能 结合 4 个 分 子 的 生物 素 , 二 者 的 亲和力 
极 强 , 比 抗原 抗体 间 的 亲和力 至 少 高 一 万 倍 , 被 认为 是 自然 界 亲和力 最 高 的 一 对 蛋白 质 - 配 体 组 合 。 
考 亲 和 素 (streptavidin) 则 是 一 种 由 链 考 菌 (Streptomyces avidiz 厂 ) 分 沁 的 蛋白 质 ,与 亲 和 素 极为 相似 ,也 
是 由 4 个 相同 的 亚 基 组 成 ,每 一 个 亚 基 也 能 结合 一 个 生物 素 ,但 它 是 一 种 稍 偏 酸性 的 蛋白 质 ,并 且 不 带 
任何 糖 基 。 

生物 素 - 亲 和 素 系统 (biotin-avidin-system,BAS) 就 是 在 两 者 高 度 特异 性 \ 高 亲 和 性 结合 的 基础 上 开 
发 出 的 一 种 灵敏 的 生物 检测 系统 。 随 着 各 种 生物 素 衍 生物 的 问世 ,BAS 已 被 广泛 应 用 于 生物 学 及 医学 研 
究 的 各 个 领域 。 生 物 素 - 亲 和 素 与 标记 试剂 的 牢固 结合 及 多 级 放大 效应 ,使 BAS 免疫 标记 和 有 关 示 踪 分 
析 更 加 灵敏 ,特别 适合 于 定性 或 定量 检测 微量 抗原 或 抗体 以 及 定位 观察 等 研究 。 

例如 ,在 检测 一 种 抗原 的 时 候 , 可 先 制备 该 抗原 的 抗体 ,然后 将 生物 素 与 其 偶 联 在 一 起 ,也 可 以 将 
得 到 的 抗体 再 次 作为 抗原 ,制备 二 级 抗体 ,用 生物 素 标 记 二 级 抗体 。 与 此 同时 ,将 亲 和 素 或 链 霉 亲 和 
素 与 阁 根 过 氧化 物 酶 偶 联 在 一 起 。 这 样 可 以 借助 于 抗原 和 抗体 的 结合 ,将 亲 和 素 引信 到 抗原 所 在 位 
置 , 然后 再 借助 生物 素 与 亲 和 素 的 特异 性 结合 ,将 辣 根 过 氧化 物 酶 引信 到 抗原 所 在 位 置 。 最 后 ,利用 
辣 根 过 氧化 物 酶 催化 的 显 色 反应 ,将 抗原 显示 出 来 (图 14-9)。 


( 八 ) 硫 辛酸 
六 O 人 O 硫 辛 酸 的 本 质 为 含有 2 个 硫 原子 的 辛酸 ,有 
也 已 


_+2H、 | AZ 
_CH(CHL ) CS 二 HOC _CH(CH),CA 
c 在 


氧化 型 硫 辛 酸 还 原型 硫 辛 酸 


氧化 型 (2 个 硫 原子 通过 二 硫 键 相连 ) 和 还 原型 
(二 硫 键 还 原 为 殊 基 ) 两 种 形式 ,在 细胞 内 通常 以 
硫 辛 酰胺 的 形式 与 硫 辛 酸 转 乙 酰 酶 共 价 相连 (图 
14-10), 作 为 脂 酰 基 的 载体 参与 w- 酮 酸 的 氧化 





一 和 脱羧 ( 详 见 第 二 十 三 章 “ 三 羧 酸 循环 " )。 连 接 方 
硫 辛 胶 复合 物 式 与 生物 胞 素 相似 ,也 是 通过 羧基 与 酶 的 赖 氨 酸 

转 14-10 硫 辛 酸 的 化 学 结构 及 其 与 硫 辛 酸 转 乙 酰基 酶 的 残 基 上 的 es-NH 形成 酰胺 键 。 
ws 游离 的 还 原型 硫 辛 酸 还 是 一 种 超 强 的 抗 氧 


化 剂 括 训 可 以 帮助 机 体 清除 自 由 基 ， 以 及 保护 和 再 生 其 他 抗 氧化 剂 ,如 维生素 C 和 卫 。 

硫 辛酸 在 自然 界 分 布 广泛 , 肝 和 酵母 中 的 含量 尤为 丰富 ,人 类 还 没有 发 现 与 硫 辛 酸 相关 的 缺乏 病 。 

( 九 ) 维生素 Bi 

维生素 Ba 含有 复杂 的 咕 啉 环 结构 (类 似 于 中 啉 环 ), 可 谓 是 自然 界 最 复杂 的 辅助 因子 , 因 其 分 子 
中 含有 金属 元 素 钴 和 若干 酰胺 基 , 故 又 称 为 钼 腕 素 。 

维生素 B,, 特有 的 结构 特征 是 含有 活泼 的 C 一 Co 键 ,一 旦 这 个 化 学 键 断裂 ,将 产生 自由 基 , 从 而 引 
发 催化 。 分 子 中 的 钴 可 以 是 一 价 ` 二 价 或 三 价 的 ,并 能 与 一 CN 一 0H 一 CH; 或 $- 脱氧 腺 苷 等 基 团 相 
连 , 分 别称 为 握 钼 胺 素 、. 羟 钼 胺 素 . 甲 基 钻 胺 素 和 4 - 脱氧 腺 背 钴 胺 素 (图 14-11)。 其 中 甲 基 钵 胺 素 和 
S- 脱氧 腺 苷 钴 胺 素 为 维生素 Bu 的 两 种 辅酶 形式 ,但 两 者 在 代谢 中 的 作用 并 不 同 。 

甲 基 钻 胺 素 (CH: 一 Ba) 参 与 体内 的 转 甲 基 反应 和 叶酸 代谢 ,是 Y- 甲 基 四 氢 叶 酸 甲 基 转 移 酶 的 
辅酶 。 此 酶 催化 Y- 甲 基 四 氢 叶 酸 和 高 半 胱 氨 酸 之 间 发 生 不 可 逆 的 甲 基 移 换 反 应 ,产生 四 氧 叶酸 和 
甲 硫 氨 酸 (参看 第 三 十 一 章 “所 基 酸 代谢 ”)。 
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二 甲 基 茉 并 咪唑 ? 
HiC 遇 0 一 P 一 0 
O HI 
O 3 一 磷酸 核糖 
OH 
CHOH 
HH 百 


5- 脱氧 腺 苷 钻 胺 素 ($'-dA-B) 在 体内 作为 几 种 


下 和 

着 二 区 变 位 酶 的 辅酶 ,参与 反应 的 是 活泼 的 C 一 Co 键 , 例 如 
人 甲 基 天 冬 氨 酸 变 位 酶 人 和 
人 所 妥 但 外 有 收 束 ” 恒 一 COO 甲 基 天 冬 氨 酸 变 位 酶 (图 14-12)。 
下 CH 维生素 B, 与 叶酸 一 样 参与 体内 “一 碳 单位 ”的 
SR 代谢 ,因此 它 与 叶酸 的 作用 常常 相互 关联 。 缺 乏 维 生 
谷 氨 酸 甲 基 天 冬 氨 酸 


素 Bu 的 临床 表现 有 恶性 贫血 (pernicious anemia) 和 
14-12 5'- 脱氧 腺 背 钴 胺 素 作 为 辅酶 参与 的 反应 神经 系统 受 损 。 
维生素 Bu 只 能 由 某 些 细菌 和 古 菌 合成 ,少见 于 
植物 ,但 可 贮存 在 动物 性 食品 中 ,特别 是 肝 。 人 体 对 它 的 需要 量 甚 少 (每 日 仅 需 2 ug), 肠 道 细菌 也 能 合 
成 它 ,因此 因 摄 人 不 足 而 导致 维生素 B 缺乏 在 临床 上 比较 少见 ,但 严格 的 素食 者 还 是 有 可 能 会 缺乏 维 
生 素 Bu 的 。 此 外 ,维生素 Bu 的 吸收 与 胃 黏 膜 分 沁 的 一 种 糖 蛋白 密切 相关 ,这 种 糖 蛋白 称 为 内 在 因子 
(intrinsic factor, 下 )。 维 生 素 Bu 必须 与 内 在 因子 结合 后 才能 被 小 肠 吸 收 。 若 病人 患 有 蔡 缩 性 胃炎 、 胃 全 
切除 或 先天 缺乏 正 , 均 可 出 现 维生素 Bu 的 缺乏 。 


二 、 维 生 素 C 

维生素 C 又 名 抗坏血酸 (ascorbic acid), 是 含有 内 酯 结构 的 酸性 多 羟基 化 合 物 ,其 分 子 中 第 2 位 和 
第 3 位 碳 原子 上 的 两 个 烯 醇 式 羟基 极 易 解 离 质子 ,因而 在 水 溶液 中 有 较 强 的 酸性 。 此 外 ,维生素 C 可 
氧化 成 脱氧 维 生 素 C, 此 反应 是 可 疼 的 (图 14-13)。 维 生 素 C 含有 手 性 碳 原子 ,因而 具有 光学 异 构 体 ， 
自然 界 存在 的 具有 生理 活性 的 是 工 型 。 

许多 动物 能 够 利用 葡萄 糖 作为 前 体 合成 维生素 C, 但 是 灵 长 类 、 某 些 乌 类 ` 鱼 类 无 冰 椎 动物 和 豚 





外 了 辐 罗 榴 人 


名 称 
握 钴 胺 素 


脱氧 腺 苷 钴 胺 素 


产 钴 胺 素 
甲 基 销 胺 素 
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临床 上 使 用 大 剂量 
维生素 C 可 降低 血 中 胆固醇 ， 
为 什么 ? 


哪些 水 溶性 维生素 
衍生 出 的 辅酶 或 辅 基 含 有 腺 苷 
或 腺 苷 酸 ? 这 样 的 性 质 对 研究 
生命 的 进化 有 什么 意义 ? 

















何 种 酶 催化 视 黄 醇 
转变 为 11- 顺 视 黄 醛 ? 
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鼠 不 行 ,原因 是 它们 体内 缺少 合成 维生素 C 的 一 个 关 


0 一 C 0 一 C 
全 机 me 
维生素 C 除了 防治 坏 血 病 (seurvy) 外 ,在 临床 Ho 人 9 < o-( | 
还 有 其 他 用 途 。 从 防 感冒 .消炎 、 防 止 动脉 硬化 到 抗 1 sa 一 
癌 , 似 乎 有 百 利 而 无 一 贞 。Pauling 曾 公开 宣称 ,高 剂 。。 HO 一 9 一 Ho 一 9 一 
量 的 维生素 C 可 以 预防 感冒 和 减轻 感冒 的 症状 ,并 写 全 CHOH 
L- 抗 坏 血 酸 工 - 脱 氧 抗坏血酸 


了 一 本 名 为 《维生素 C 与 普通 感冒 》 的 书 。 可 以 说 维 
生 素 C 是 目前 应 用 最 广 的 一 种 维生素 ,使 用 的 剂量 越 图 14-13 还 原型 维生素 C 和 氧化 型 维生素 C 的 互 变 
来 越 大 ,似乎 已 被 作为 保健 药物 来 使 用 了 。 

已 知 维生素 C 在 体内 的 生理 功能 是 多 方面 的 ,主要 有 以 下 两 个 方面 。 

1 参与 体内 的 羟基 化 反应 

维生素 C 在 细胞 内 参与 多 种 物质 的 羟基 化 反应 ,而 郑 基 化 反应 又 是 体内 许多 重要 化 合 物 的 合成 
或 分 解 的 必 经 步 又 。 例 如 ,胶原 蛋白 的 后 加 工 .类固醇 的 合成 与 转变 . 胆 酸 的 形成 . 皮 上 腺 素 的 合成 、 
芳香 族 氨基 酸 的 羟基 化 以 及 许多 有 机 药物 或 毒物 的 生物 转化 。 

2 抗 氧化 作用 

(CD 保护 肽 和 酶 分 子 上 游离 的 琉 基 ` 促 进 莹 基 的 再 生 “已 知 许多 含 琉 基 的 酶 要 依赖 于 自由 的 琉 基 
(一 SH) 才能 有 活性 ,而 维生素 C 可 以 防止 酶 分 子 中 的 一 SH 被 氧化 。 此 外 ,维生素 C 有 助 于 氧化 型 的 
谷 胱 甘 肽 4G 一 S$ 一 S 一 G) 还 原 成 还 原型 的 谷 胱 甘 肽 (G 一 SH), 使 一 SH 得 以 再 生 , 从 而 保证 谷 胱 甘 肽 的 
功能 。 某 些 含 病 基 的 酶 在 重金 属 中 毒 ( 如 舍 中 毒 ) 时 被 抑制 ,补充 大 量 维生素 C 往往 可 以 缓解 毒性 ,其 
原理 就 在 此 。 

C) 防止 铁 的 氧化 、 促 进 铁 的 吸收 “维生素 C 能 使 难 吸 收 的 Fex 还 原 成 易 吸收 的 Fex, 从 而 促进 
铁 的 吸收 。 它 还 能 促使 体内 的 Fex 还 原 ,促进 血红 素 的 合成 。 此 外 ,维生素 C 还 有 直接 还 原 高 铁血 红 
蛋白 的 作用 。 


第 二 妆 ” 脂 溶性 维生素 


脂 溶 性 维生素 包括 维生素 A、 维 生 素 D 维生素 丰 和 维生素 K( 为 了 便于 记忆 ,可 将 它们 拼写 成 
DAKE), 均 是 异 戊 二 烯 衍生 物 。 


一 、 维 生 素 A 

维生素 A 是 由 BE- 白芷 酮 环 和 两 个 异 戊 二 烯 单位 缩合 而 成 的 不 饱和 一 元 醇 , 有 A, 和 A: 两 种 (图 
14-14)。 Ai 为 视 黄 醇 (retinol),A; 为 3- 脱氧 视 黄 醇 。A 在 体内 经 脱氧 可 转变 为 11- 顺 视 黄 醛 (11-cis- 
retinal), 11- 顺 视 黄 醛 可 异 构 化 为 全 反 式 视 黄 醛 (all-trans-retinal)。11- 顺 视 黄 醛 可 进一步 被 氧化 成 视 
黄 酸 (retinoic acid), 但 此 反应 是 不 可 逆 的 。 

维生素 A 的 生理 功能 由 视 黄 醇 、 视 黄 醛 和 视 黄 酸 来 完成 ,主要 表现 在 以 下 四 个 方面 。 

(1) 视 黄 醇和 视 黄 酸 可 作为 脂 浴 性 激素 ,通过 与 它们 的 细胞 核 受 体 的 结合 来 启动 某 些 基因 的 表 
达 ( 参 看 第 十 七 章 “激素 及 其 受 体 介 导 的 信号 转 导 ”), 从 而 促进 细胞 的 生长 和 分 化 ,还 可 以 阻止 角 蛋 
白 的 合成 ,并 具有 一 定 的 抗 癌 作 用 。 与 此 同时 , 视 黄 醇 的 磷酸 酯 一 一 磷酸 视 黄 醇 (retinyl phosphate) 
作为 糖 基 供 体 直接 参与 某 些 糖 蛋白 和 粘 多 糖 的 合成 ,这 些 糖 蛋白 和 黏 多 糖 绝 大 多 数 是 上 皮 组 织 分 
泌 黏 液 的 主要 成 分 ,参与 调节 细胞 的 生长 。 由 此 看 来 ,维生素 A 是 维持 一 切 上 皮 组 织 的 完整 与 健全 
所 必需 的 物质 ,缺乏 时 上 皮 干 燥 、 增 生 及 角 和 蛋白 大 量 分 刻 导 致 角质 化 ,其 中 对 眼 部 、 消 化 道 . 呼 吸 道 、 














作为 脂 溶性 激素 
视 茧 酸 一 一 作用 上 皮 细 有 有 
(不 可 逆 ) 
CH cH， CHD 
CH 证 CH 
0 CH 久 可 见 光 CH3 V/ 
Ha -2H 
《 “二 人 “一 一 视觉 产生 
11 11 11 
4 > 本 
关 EC A 访 《Ha 
CHOH cHO Gao 
视 黄 本 11- 顺 视 黄 本 全 反 式 视 黄 栈 





-胡萝卜 素 


尿道 、 膀 胱 及 生殖 系统 等 处 的 上 皮影 响 最 为 显著 。 在 眼 部 ,由 于 泪腺 上 皮 角 化 ,泪液 分 泌 受 阻 ,以致 
角膜 、 结 膜 干 燥 而 产生 干 眼病 (xerophthalmia), 因 此 维生素 A 又 称 为 抗 干 眼病 维生素 。 

(2) 视 黄 醛 构成 视网膜 的 感光 物质 ,作为 视 蛋 白 (opsin) 的 辅 基 参 与 视觉 的 形成 ( 详 见 第 十 七 章 “ 激 
素 与 受 体 介 导 的 信号 转 导 ”), 缺 乏 它 可 导致 夜 盲 症 (night blindness)。 

(3) 维生素 A 的 抗 氧 化 作用 (参看 维生素 C 和 维生素 卫 ) 比较 明显 。 维 生 素 A 只 存在 于 动物 性 食 
品 中 ,但 是 在 很 多 植物 性 食品 如 胡 葛 下 ` 红 关 椒 、 菠 菜 、 芥 菜 等 有 色 蔬 菜 中 含有 维生素 A 的 前 体 一 一 6- 
胡 葛 卜 素 (8-carotene)。B- 胡 葛 卜 素 可 被 小 肠 黏 膜 或 肝 中 的 一 种 酶 裂解 为 视 黄 醇 , 故 又 被 称 作 维生素 
A 原 (provitamin A)。 


二 、 维 生 素 D 

维生素 D 属于 固 醇 类 衍生 物 ( 图 14-15)。 人 体内 的 维生素 D 主要 是 由 7- 脱氧 胆固醇 经 紫 
外 线 照 射 转变 而 成 ,也 可 从 动物 食品 中 获取 , 这 种 形式 的 维生素 D 被 称 为 维生素 D; 或 胆 钙 化 醇 
(cholecaleiferol)。 植 物 中 的 麦角 固 醇 经 紫外 线 照 射 后 可 产生 维生素 D; 或 钙化 醇 。 

7- 脱氧 胆固醇 存在 于 皮肤 内 , 它 可 由 胆固醇 脱 氨 产生。 一 般 人 体 只 要 充分 接受 阳光 照射 ,通过 这 
种 方式 合成 的 维生素 D 完全 可 以 满足 生理 需要 。 

两 种 维生素 D 的 生理 作用 基本 相同 ,但 不 论 是 哪 一 种 ,本 身 都 没有 明显 的 生理 活性 ,它们 必须 先 
在 肝 细 胞 内 经 羟基 化 转变 为 25- 羟基 维生素 D ,然后 在 肾 小 管内 进行 第 二 次 羟基 化 反应 ,最 后 形成 具 
有 活性 的 1,25- 二 凑 维 生 素 D [1,25-(O0H)D ]。 1,25-(OH)D 作为 一 种 脂 溶性 激素 发 挥 作用 ,可 诱 


CH3 CH 锅 CH CH 
| | 
CH 一 CH 一 CH 一 CH 一 CH 一 CH CH 一 (CH)); 一 CH 一 CH 
CH 
CH CH 
银 
维生素 D， 维生素 D， 
HO HO 


伟 14-15 维生素 D 的 化 学 结构 
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肾 功能 不 全 的 人 如 
何 补充 维生素 D? 


哪些 维生素 人 体 也 
可 以 合成 一 点 ,哪些 维生素 肠 
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导 某 些 基因 表达 ,如 骨 钙 蛋白 (osteocalcin)。 

维生素 D 在 体内 与 甲状 旁 腺 素 协 同 作 用 ,共同 促进 小 肠 对 食物 中 钙 和 磷 的 吸收 ,维持 血 中 钙 和 
磷 的 平衡 ,促进 骨 和 此 的 钙化 作用 。 由 于 维生素 D 具有 抗 伯 偿 病 (rickets) 的 作用 , 故 又 名 抗 俐 供 病 
维生素 。 


三 、 维 生 素 了 

维生素 匡 又 称 为 生育 酚 ， 
有 a、B、Y 和 8 四 种 ,其 中 以 Ho CH CH CH 
a- 生 育 酚 (图 14-16) 的 生理 RE 
效用 最 强 。 它 们 都 可 视 为 茶 ”了 瑟 C @” “4 
驮 二 氧 吡 喃 的 衍生 物 。 人 

维生素 了 的 主要 生理 功 ”全 14-16 “生育 网 的 ts 结 的 
能 是 在 体内 作为 一 种 强 抗 氧化 剂 ,与 硫 辛 酸 、 维 生 素 A、B- 胡 葛 小 素 .维生素 C , 超 氧 化 物 歧化 酶 .过 氧 
化 氢 酶 及 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 一 起 ,防止 自由 基 和 过 氧化 物 对 脂 质 (特别 是 不 饱和 脂肪 酸 ) 的 氧化 , 保 
护 细胞 膜 免 受 氧 化 损伤 以 及 维护 红细胞 的 完整 。 其 次 ,维生素 卫 在 体内 还 可 以 去 调节 某 些 酶 的 活性 ， 
例如 在 抑制 蛋白 质 激酶 CC(PKC) 的 活性 的 同时 ,激活 磷 蛋 白 磷 酸 酶 2A 的 活性 ,从 而 影响 到 平滑 肌 的 
生长 。 

此 外 ,维生素 上 还 参与 生物 氧化 ,在 呼吸 链 中 既 可 以 稳定 辅酶 Q, 又 可 以 协助 电子 传递 给 辅酶 Q。 
维生素 了 还 与 动物 生殖 机 能 有 关 , 因 此 又 名 为 生育 酚 。 

维生素 了 分 布 极 广 ,在 植物 油 中 特别 丰富 ,一 般 不 易 缺 乏 。 


四 、 维 生 素 有 
维生素 民 是 2- 甲 基 1,4- 蔡 醒 
的 衍生 物 (图 14-17), 自然 界 已 发 现 


CH 
的 有 存在 于 绿叶 植物 中 的 维生素 Ki < 工 ] 1 人 
和 由 肠 道 细菌 合成 的 维生素 K.。 CH 一 CH 一 (cm cea- ae 


在 体内 ,维生素 KK 主要 作为 0 维生素 Ki 
依赖 于 维生素 K 的 羧 化 酶 (vitamin 
K-dependent carboxylase) 的 辅酶 ,去 4 CH， CH， 
参与 某 些 蛋白 质 的 后 加 工 , 使 这 些 ca Ca 一 LE 
和 蛋白质 分 子 上 特定 的 谷 氮 酸 残 基 经 O 维生素 K, 


历 y- 羧基 化 修饰 ,并 最 终 激活 它们 

的 活性 (本 14-19). 需要 进行 ) -多 ， 国 14-17 从来 K 的 3 央 构 
基 化 修饰 的 蛋白 质 有 凝血 因子 (clotting factor) IT WL 区 和 X 以 及 骨 钙 蛋白 。 其 中 凝血 因子 可 以 促进 血 
液 凝 固 ,因此 维生素 K 又 名 为 凝血 维生素 。 而 骨 钙 蛋白 能 够 结合 钙 离子 ,因此 维生素 K 也 参与 骨 的 形 
成 。 此 外 ,在 某 些 生物 体内 ,维生素 K 还 可 以 作为 呼吸 链 的 一 部 分 ,参与 生物 氧化 。 











COO OoOC COoOoO 二 
So NAZ 如 
H， 
H，O H，O 
芝 依赖 于 维生素 K 的 羧 化 酶 届 
------ NH 一 CH 一 C------ ------NH 一 CH 一 C------ 
谷 氮 酸 残 基 y- 羚 基 谷 氨 酸 残 基 


14-18 维生素 K 作为 辅酶 参与 的 酶 促 反应 
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因为 肠 道 细菌 能 合成 维生素 K, 所 以 人 类 维生素 K 缺乏 病 多 为 吸收 障碍 或 因 长 期 使 用 抗生素 或 


维生素 K 的 代谢 起 头 药 (metabolic antagonists) 所 致 。 


科学 故事 一 一 维生素 的 发 现 

在 第 一 种 维生素 (VB,) 被 发 现 之 前 ,许多 特定 食物 的 一 些 特殊 的 防 病 、 治 病 的 作用 就 早已 被 人 们 知晓 。 
中 国 上 唐 代 医 学 家 孙 思 遗 曾经 指出 ,使 用 动物 肝 可 以 防治 夜 宣 症 ,用 谷 皮 熬 粥 可 以 防治 脚气 病 。 这 些 食物 中 
真正 起 作用 的 成 分 正 是 维生素 ,例如 ,动物 肝 中 含有 丰富 的 维生素 A, 而 谷 皮 中 含有 丰富 的 维生素 B,, 它 
们 分 别 是 治疗 夜 言 症 和 脚气 病 的 特效 药 。 

1886 年 ,年 轻 的 荷兰 军医 Christiaan Eijkman 前 往 Java 岛 上 的 一 个 研究 所 工作 ,研究 亚洲 普遍 流行 的 
脚气 病 。 前 几 年 在 研究 所 的 工作 中 ,他 的 两 个 同事 想方设法 从 死 于 脚气 病 的 病人 体内 提取 致 病 的 微生物 ， 
却 一 直 没 有 成 功 。 当 他 们 回 到 欧洲 的 时 候 ,工作 就 留 给 了 Eijkman。 

Eijkman 尝试 用 微生物 感染 兔子 和 猴子 ,但 是 ,动物 并 没有 得 病 。 于 是 ,Eijkman 得 出 结论 :脚气 病 一 
定 需 要 长 时 间 才 能 发 病 。 为 此 ,他 等 了 很 信 。 可 是 无 论 是 兔子 ,还 是 猴子 就 是 不 得 病 。 相 反 , 这 些 动 物 患 
其 他 疾病 的 机 会 增 大 了 。 看 来 要 想 让 动物 得 脚气 病 , 必 须 同时 饲养 大 量 的 动物 ,但 还 要 考虑 成 本 和 是 否 容 
易 饲 养 等 因素 。 

于 是 ,他 购买 了 鸡 ,将 它们 关 在 研究 所 屋顶 下 面 搭建 的 一 个 大 的 鸡 笼 里 饲养 。 在 不 到 一 个 月 的 时 间 
内 ,所 有 的 鸡 都 得 病 了 ! Bijkman 认为 是 被 注射 了 细菌 的 鸡 患 病 后 传 给 了 没有 注射 的 鸡 。 为 了 验证 他 的 
结论 ,他 又 购买 了 一 批 鸡 。 这 次 是 将 每 一 只 鸡 分 开 来 喂养 。 然而 ,这 些 鸡 也 患 病 了 。 了 Hijkman 意识 到 ,一 
定 是 整个 研究 所 都 被 细菌 感染 了 ,于 是 决定 将 新 买 的 鸡 放 到 新 的 地 方 去 饲养 。 在 这 样 做 以 后 ,他 发 现 所 有 
的 鸡 都 好 了 。HEijkman 不 知道 究竟 是 什么 使 鸡 痊 愈 的 ! 这 时 ,那个 喂 鸡 的 饲养 员 告 诉 Hijkman, 在 鸡 患 病 
期 间 , 他 喂 给 鸡 的 是 来 自 于 隔壁 医院 剩 下 来 的 精 白 米 。 后 来 ,那里 一 个 新 来 的 厨师 不 给 他 们 剩 的 白米 了 ， 
他 才 重 新 给 鸡 喂 糙米 。 就 在 这 以 后 , 鸡 痊 愈 了 。 

根据 饲养 员 的 叙述 ,Eijkman 推测 鸡 的 脚气 病 与 饲料 有 关 。 为 此 ,他 决定 做 下 面 一 些 实验 以 进一步 确 
认 他 的 推测 :他 同时 饲养 了 4 组 共 11 只 鸡 ,有 3 组 喂 糙 米 , 一 组 喂 精 白米 。 在 5 个 星期 以 后 ,Eijkman 发 现 ， 
只 有 咀 精 白米 的 鸡 才 患 病 , 而 吃 糙米 的 鸡 都 很 健康 ,而 且 原来 患 病 的 鸡 也 痊愈 了 ! 随后 ,他 给 所 有 的 鸡 喂 糙 
米 ,结果 4 只 病 鸡 也 都 痊愈 了 。 这 就 让 实 了 鸡 饲料 与 脚气 病 之 间 有 关联 的 推测 。 

不 久 ,Eijkman 重复 了 实验 ,以 确认 病因 的 确 在 于 豪 调 用 的 精 白米 上 。 对 此 ,他 提出 了 各 种 可 能 的 解释 : 
是 不 是 精 白米 帮助 了 一 种 未 知 的 微生物 在 鸡 肠 道 内 致 毒 的 ? 或 者 只 是 白米 放 久 了 而 有 毒 ? 为 了 测试 后 一 
种 可 能 性 ,他 给 鸡 吃 新 鲜 的 白米 ,但 鸡 仍然 生病 了 。 那 么 是 不 是 鸡 不 能 从 精 白米 中 吸收 营养 呢 ? 或 者 者 白 
米 的 水 有 毒 呢 ? 

结果 所 有 的 答案 都 是 否 ,但 有 一 件 事 很 明确 ,就 是 喂 给 鸡 吃 的 米 有 设 有 米糠 ( 谷 皮 ) 的 关系 重大 。 只 
喂养 精米 的 鸡 才 得 病 。 如 果 鸡 喂 给 精米 ,再 诡 加 米糠 ,它们 就 不 得 病 。 后 来 , Eijkman 给 鸡 喂 生肉 ,结果 鸡 
都 很 健康 。Bijkman 因此 得 出 结论 :淀粉 里 面 含有 某 些 毒性 成 分 ,而 在 白米 中 被 去 掉 的 米糠 中 含有 一 种 使 
毒性 成 分 无 害 的 物质 ,并 称 之 为 抗 脚气 病因 子 。 

1895 年 ,在 对 动物 进行 9 年 的 研究 以 后 ,Eijkman 想 调 查 人 是 否 能 通过 吃 糙 米 的 方式 来 避免 患 脚气 病 。 
他 请 了 一 个 名 叫 A. G. Vorderman 的 医生 在 监狱 里 进行 研究 。 选 择 监狱 的 原因 是 因为 在 那 种 地 方 很 容易 
控制 饮食 的 构成 ,而 且 相 同 的 人 可 以 待 在 那里 很 长 的 时 间 。 结 果 很 快 发 现 , 吃 精米 的 犯人 更 容易 得 脚气 病 。 
在 这 个 实验 完成 以 前 ,Eijkman 回 到 了 荷兰 。Vorderman 和 其 他 几 名 医生 继续 他 们 的 研究 。 在 Eijjkman 离 
开 研 究 所 以 后 ,Gerrit Grinjs 接管 了 他 的 职位 ,并 做 了 更 多 的 研究 。 根 据 他 的 研究 ,Grinjs 认为 ,食物 中 含有 
人 需要 的 其 他 东西 ,白米 也 不 是 有 毒 的 , 它 只 是 缺乏 某 种 重要 的 成 分 。 

1906 年 ,英国 生物 化 学 家 Frederick Growland Hopkins 用 纯化 后 的 精 饲料 喂食 老鼠 ,饲料 中 含有 蛋白 
质 、 碳 水 化 合 物 、 脂 类 和 矿物 质 , 然 而 老鼠 依然 不 能 存活 ;而 如 果 向 纯化 后 的 饲料 中 加 入 哪怕 只 是 微量 的 牛 
奶 后 ,老鼠 就 能 正常 生长 了 。 从 而 证 明 食 物 中 除了 和 蛋白、 糖 类 、 脂 类 、 微 量 元 素 和 水 等 营养 物质 外 还 存在 一 
种 必需 的 “辅助 因子 ”(accessory 包 ctor)。 
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1911 年 ,波兰 化 学 家 Casimir Funk 发 现 糙米 中 能 够 防治 脚气 病 的 物质 是 一 种 胺 ,因此 提议 将 这 种 化 
合 物 叫 做 Vitamine, 意 为 “Vital amine"” ,其 意思 就 是 “维持 生命 所 必需 的 胺 ”。 这 个 名 词 迅 速 被 用 于 其 他 “ 辅 
助 因子 "。 但 很 快 就 发 现 ,许多 其 他 的 “辅助 因子 ”并 不 含有 “ 胺 ”结构 ,但 是 由 于 Funk 的 叫 法 已 被 广泛 采 
用 ,因而 Vitamine 这 种 叫 法 并 没有 被 废弃 ,而 仅仅 将 amine 的 最 后 一 个 "“e" 去 掉 , 改 成 了 “vitamin 。 

1912 年 ,Hopkins 和 Funk 推出 维生素 缺乏 假说 ,推测 人 体 中 如 果 缺 乏 特定 的 足够 量 的 维生素 ,将 会 引 
起 特定 的 疾病 。Eunk 并 没有 发 现 真正 的 维生素 物质 。 直 到 1926 年 ,后 来 被 命名 为 硫 胺 素 或 B, 的 维生素 
才 被 纯化 。 到 了 1936 年 , 它 的 结构 才 被 曾 明 ,并 最 终 被 人 工 合成 。1929 年 ,Eijkman 与 Hopkins 共同 荣获 
了 诺 贝 尔 生理 学 或 医学 奖 。 


推荐 网 址 : 

1.， http :Wen.wikipedia.org/wiki/Vitamin (维基 百科 有 关 维 生 素 的 内 容 ) 

2. http:/Wthemedicalbiochemistrypage.org/vitamins.html( 完 全 免费 的 医学 生物 化 学 课程 网 站 有 关 维 生 素 的 
内 容 ) 

3. http:Wlpi.oregonstate.edu/infocenter/vitamins.html (美国 俄勒冈 州 立 大 学 附属 的 Linus Pauling 研究 所 
有 关 维 生 素 的 网 站 ,内 有 许多 有 关 维生素 的 文献 ) 
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人 ”第 十 五 章 糖 类 


糖 类 是 指 多 羟基 醛 或 多 羟基 酮 以 及 它们 的 缩合 物 和 某 些 衍生 物 。 含 有 醛 基 的 糖 称 为 醛 糖 (aldoses)， 
含有 痰 基 的 糖 称 为 酮 糖 (ketoses)。 由 于 最 早 发 现 的 几 种 糖 类 化 合 物 可 以 用 通 式 C,(HO), 来 表示 ,因此 
糖 类 又 称 为 碳水 化 合 物 (carbohydrates)。 根 据 聚 合 度 的 不 同 , 糖 类 可 以 分 为 单 糖 (monosaccharides) 寡 
糖 (oligosaccharides) 和 多 糖 (polysaccharides)。 

糖 类 是 自然 界 含量 最 丰富 的 有 机 分 子 , 在 生物 体内 的 主要 功能 包括 :氧化 放 能 产生 ATP; 充 当 生 
物 贮存 能 量 的 一 种 方式 ;作为 合成 其 他 生物 分 子 的 前 体 和 细胞 的 结构 组 分 ;参与 细胞 与 细胞 之 间 的 分 
子 识 别 和 信号 转 导 等 。 

本 章 将 主要 介绍 糖 类 的 结构 性 质 和 功能 ,重点 是 单 糖 的 结构 和 性 质 , 特 别 是 它们 的 立体 结构 。 


第 一 他” 单 糖 


一 、 单 糖 的 命名 和 缩写 

单 糖 又 名 简单 糖 (simple sugars), 已 不 能 再 水 解 成 更 简单 的 糖 单位 。 根 据 碳 原子 的 数目 ,可 将 单 糖 
分 为 丙 糖 (triose) 丁 糖 (tetrose) 戊 糖 (pentose) 已 糖 (hexose) 和 庚 糖 (heptose) 等 ,它们 含有 的 碳 原子 数 
目 分 别 是 3.4.35.6 和 7 等 。 

根据 各 单 糖 的 化 学 结构 , 丙 糖 以 外 的 单 糖 可 看 成 是 由 丙 糖 衍 生 而 来 的 ,其 中 醛 糖 衍生 于 甘油 醛 ， 
酮 糖 衍生 于 二 羟 丙 酮 。 

具体 的 单 灶 多 是 根据 各 自 的 来 源 来 命名 的 ,如 葡萄 糖 (glucose 儿 果糖 (fructose) 和 半 乳 糖 (galactose)。 

可 以 使 用 三 字母 缩写 (通常 是 英文 单词 的 前 3 个 字母 ) 表示 一 种 单 糖 ,而 相应 的 衍生 物 的 缩写 则 
可 能 不 止 三 个 字母 ,注意 首 字母 要 大 写 。 


二 、 单 糖 的 旋光 异 构 

最 简单 的 单 糖 是 丙 糖 ,包括 甘油 醛 (glyceraldehyde) 和 二 羟 丙 酮 (dihydroxyacetone)。 其 中 二 羟 丙 酮 
无 手 性 C ,而 甘油 醛 含有 1 个 手 性 C, 所 以 甘油 醛 分 为 D 型 和 工 型 。 这 两 种 甘油 醛 呈 镜像 关系 ,属于 对 
映 异 构 体 (enantiomers) 或 镜像 异 构 体 。 根据 惯例 ,在 甘油 醛 的 Fischer 投影 结构 式 中 , 醛 基 画 在 最 上 方 ， 
产 基 位 于 左 侧 的 甘油 醛 定 为 工 型 ,羟基 位 于 右 侧 的 甘油 醛 定 为 D 型 (图 15-1)。 

除了 二 羟 丙 酮 以 外 ,其 他 单 糖 至 少 含有 一 个 手 性 C ,因此 都 具有 旋光 异 构 体 。 为 了 方便 ,通常 以 D- 
甘油 醛 和 I- 甘油 醛 为 标准 ,将 单 糖 分 为 D- 单 糖 和 I- 单 糖 。 与 氨基 酸 正好 相反 ,自然 界 的 单 糖 绝 大 
多 数 为 D- 型 。 

要 是 一 种 单 糖 含 有 的 手 性 C 不 止 一 个 ,那么 在 确定 它 究竟 是 D 型 还 是 工 型 的 时 候 , 需 要 将 它 的 
Fischer 投影 结构 式 之 中 编号 最 高 的 手 性 C (距离 痰 基 最 远 的 手 性 C) 与 甘油 醛 的 手 性 C 进行 比较 ,与 
D 型 甘油 醛 一 致 的 就 是 D 型 ,反之 就 是 工 型 。D 型 和 世 型 并 不 能 提供 任何 有 关 旋 光 方 向 的 信息 。 

在 各 种 旋光 异 构 体 之 中 ,除了 互 为 镜像 的 对 映 异 构 体 以 外 (图 15-2), 还 有 非 对 映 异 构 体 和 差 向 
异 构 体 两 种 情形 。 如 果 一 对 旋光 异 构 体 有 一 个 或 一 个 以 上 的 手 性 C 的 构 型 相反 ,但 并 不 呈 镜 像 关 
系 , 那 么 就 称 为 非 对 映 异 构 体 (diastereomers); 如 果 一 对 旋光 异 构 体 只 有 一 个 手 性 C 的 构 型 不 同 , 则 称 
为 差 向 异 构 体 。 例 如 D- 葡萄 糖 与 D- 甘露 糖 ,D- 葡萄 糖 与 D- 半 乳 糖 就 互 为 差 向 异 构 体 (epimers) 





常见 单 糖 的 名 称 及 
其 英文 缩写 
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CH;OH CHOH 
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C 一 0 
CH2OH 

二 羟 丙 酮 


15-1 甘油 醛 和 二 羟 丙 
酮 的 Fischer 投影 结构 式 
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D- 果 糖 对 映 异 构 体 
镜像 构 型 


性 碳 的 构 型 不 同 。 
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15-2 ”果糖 的 对 应 异 构 体 


三 、 单 糖 的 环 状 结构 和 异 头 物 
如 图 15-4 所 示 , 醇 羟 基 很 容易 与 醛 或 酮 形成 半 缩 醛 (hemiacetal) 或 半 缩 酮 (hemiketal)。 除 了 丙 糖 
和 丁 酮 糖 以 外 ,其 他 直 链 的 单 糖分 子 在 分 子 内 也 能 发 生 类 似 的 反应 ,形成 环 状 结构 ,其 中 醛 糖 环 化 形 
成 环 式 半 缩 醛 , 酮 糖 环 化 形成 环 式 半 缩 酮 。 丙 糖 和 丁 酮 糖 之 所 以 不 能 形成 环 状 的 结构 ,是 因为 如 果 它 


们 发 生 分 子 内 的 半 缩 醛 或 半 缩 酮 反应 的 话 ,只 能 形 
成 三 元 环 或 四 元 环 ,而 这 样 的 环 结构 是 很 难 稳定 存 


在 的 。 


实验 证 明 , 葡 萄 糖 环 化 主要 形成 六 元 环 的 吡 喃 
糖 (pyranose), 果 糖 核糖 和 脱氧 核糖 环 化 主要 形成 
五 元 环 的 叶 喃 糖 (furanose) (图 15-5 和 图 15-6)。 

通常 使 用 Haworth 式 来 表示 单 糖 的 环 状 结构 。 
按照 如 图 15-7 所 示 的 方法 ,可 以 很 容易 地 将 一 种 
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余 15-3 D- 葡萄 糖 的 差 向 异 构 体 


(图 15-3), 但 D- 甘露 糖 和 D- 半 乳 糖 并 非 差 向 异 构 体 ,只 能 是 非 对 映 异 构 体 ,因为 它们 之 间 有 两 个 手 
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H 瑟 


人 
江 AS 
RK' 0 R” "oOH 
醇 醛 半 缩 醛 
本 R" R 一 0 有 R 
Re AN 
js AN 
R' 0 R'” "oOH 
醇 酮 半 缩 酮 
侠 15-4 缩 醛 和 缩 酮 反应 
CHOH 
OH 
环 化 
CH 一 OH | H 
o 百 四 OH OH 
有 D- 哮 喃 核糖 
闪 
8 CHOH 
OH (O)H 
O OH 
D--( 脱 氧 ) 核 粮 环 化 
H H 
OH (O)H 
D-- 哮 喃 (脱氧 ) 核 糖 


15-6 (脱氧 ) 核 糖 的 环 化 
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单 糖 的 开 链 Fischer 投影 式 正确 地 过 渡 到 相应 的 环 状 Haworth 式 。 

然而 ,一 旦 单 糖 由 直 链 结构 变 成 环 状 结构 以 后 ,原来 的 几 基 C 便 "摇身一变 ”, 成 为 一 个 新 的 手 性 
中 心 ,从 而 产生 c 和 两 种 异 构 体 。 这 种 在 半 缩 醛 C 上 形成 的 异 构 体 称 为 异 头 物 (anomers), 新 出 现 
的 手 性 C 称 为 异 头 物 C (anomeric carbhon)。 如 图 15-8 所 示 ,如 果 半 缩 醛 羟基 与 原来 编号 最 高 的 手 性 C 
上 的 羟基 具有 相同 的 取向 ,这 种 异 头 物 就 称 为 we 异 头 物 , 反 之 就 称 为 B 异 头 物 。 由 于 B 异 头 物 比 “和 蜡 
头 物 稳定 ,因此 在 葡萄 糖 溶 液 之 中 ,B-D- 葡萄 糖 要 比 <-D- 葡萄 糖 多 。 


1CHG 
H-j2oH 平 放 
Ho _-BH 
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H 
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H- 上 OH 
6CHOH 


开 链 葡萄 糖 的 
Fischer 投 影 式 











环 状 葡萄 糖 的 
Haworth 式 


HOHC6 


图 15-7 ”Haworth 式 环 状 单 糖 结构 的 写法 人 转 15-8 D- 葡萄 糖 的 异 头 物 结构 


、 单 糖 的 构象 

以 葡萄 糖 为 例 , 其 半 缩 醛 环 上 的 C 一 0 一 C 键 角 为 111? ,与 环 已 烷 的 键 角 (109。) 相近 , 故 葡萄 糖 的 
吡 喃 环 和 环 已 烷 环 相似 ,也 有 椅 式 构象 (chair conformation) 和 船 式 构象 (boat conformation), 其 中 椅 式 构象 
可 使 各 单 键 的 扭 张强 度 降低 到 最 小 因而 较 稳定 。 而 在 图 15-9 所 示 的 两 种 椅 式 结构 之 中 ,TI 型 上 的 一 OH 
和 一 CH:OH 这 两 种 较 大 的 基 团 均 为 平 伏 键 ,将 可 能 产生 的 空间 位 阻 降低 到 最 小 ,所 以 在 热力 学 上 I 型 
比 贡 型 稳定 。 











a= 直 立 键 
e= 平 伏 键 

(2) 

CH2OH O 环 转向 
HO OH 
HO OH 耳 
也 
椅 式 I( 稳 定 ) 





15-9 葡萄 糖 的 椅 式 构象 和 船 式 构象 





你 认为 x-D- 葡萄 
糖 和 B-D- 葡萄 糖 是 一 对 差 
向 异 构 体 吗 ? 
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各 种 单 糖 衍生 物 的 
化 学 结构 


单 糖 能 发 生 的 主要 
反应 


有 一 种 刚 配制 好 的 
单 糖 溶液 ,开始 是 甜 的 ,但 过 
一 段 时 间 后 变 若 了 , 对 此 试 
给 予 解释 


D- 葡萄 糖 溶液 里 
究竟 有 多 少 种 异 构 体 ? 


能 否 利用 成 肛 反 应 
来 区 分 D- 葡萄 糖 .D- 果糖 和 
D- 甘露 糖 ? 
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五 、 单 糖 的 衍生 物 

在 特定 的 酶 催化 下 , 单 糖 在 体内 可 进行 各 种 修饰 反应 而 形成 一 系列 衍生 物 。 常 见 的 衍生 物 包 
括 氨基 糖 (amino sugar), 如 葡 糖 腕 (glucosamine)、NV- 乙酰 葡 糖 胺 (N-acetyl glucosamine,NAG)、 半 乳 
糖 胺 (galactosamine)、N- 乙酰 氨基 半 乳 糖 胶 、 胞 壁 酸 (muramic acid) 和 神经 氨 酸 (neuraminic acid); 
氧化 糖 ,如 葡 糖 内 酯 、 葡 糖 酸 (gluconic acid)、 葡 糖 醛 酸 (glucuronic acid)、 半 乳糖 醛 酸 (galacturonic 
acid) 和 甘露 粮 醛 酸 (mannuronic acid); 脱氧 炉 (deoxy-sugar), 如 2- 脱氧 核糖 、.L- 鼠 李 糖 (L-rhamnose) 
和 L- 岩 攻 『 糖 (L-fucose); 糖 醇 (alditol), 如 山梨 醇 (sorbitol) 甘露 醇 mannitol) 木 糖 醇 (xylitol)、 半 乳 
灶 醇 (galactitol)、 核 糖 醇 (ribitol) 和 肌 醇 (innositol); 糖苷 (glucoside), 如 毛 地 黄 苷 (digitoxin) 和 乌 本 
苷 (oubain)。 


六 、 单 糖 的 性 质 

(一 ) 物理 性 质 

室温 下 的 纯 单 糖 多 为 无 色 晶体 ,一 般 具 甜 味 , 深 于 水 , 微 深 于 乙醇 。 除 了 二 羟 丙 酮 ,其 他 所 有 的 单 
糖 都 具有 旋光 性 。 

(二 ) 化 学 性 质 

单 灶 具有 六 基 和 多 个 羟基 ,能 与 多 种 化 学 试剂 反应 。 

1. 变 旋 

变 旋 (mutarotation) 是 指 一 种 碳水 化 合 物 的 两 种 异 头 物 在 水 溶液 中 发 生 互 变 , 并 达到 平衡 ,从 而 导 
致 旋光 度 改变 的 现象 。 例 如 ,新鲜 配制 的 c-D- 葡萄 糖 溶液 或 6-D- 葡萄 糖 的 比 旋光 度 分 别 是 112.0 
和 18.7, 变 旋 后 的 比 旋光 度 均 为 52.7。 

变 旋 的 直接 原因 是 环 状 的 异 头 物 转变 成 开 链 形式 ,而 当 开 链 形式 重新 变 为 异 头 物 的 时 候 有 两 种 
可 能 , 即 可 能 变 为 a 异 头 物 或 B 异 头 物 。 在 任何 情况 下 ,只 有 很 少 一 部 分 为 开 链 形式 。 如 果 一 种 单 糖 
不 能 形成 环 状 结构 ,就 不 会 有 变 旋 现 象 ,如 甘油 醛 。 


2. 异 构 

-nn 三 Cool 
重 影响 而 变 得 十 分 活泼 ,在 碱 性 条 件 下 , 酥 糖 可 通过 焕 人 人 
二 醇 (enediol) 式 中 间 物 与 2- 酮 糖 实现 互 变 (图 15-1)。 人 -1 ”> 

D-_ 葡萄 糖 、D-_ 甘露 糖 和 D- 果糖 在 C3、C4、C5 上 “om 

CEHIOH CH;OH 
为 型 相同 它 介 司 的 米 二 [ 

的 构 型 相同 ,因此 它们 具有 相同 的 烯 二 醇 中 间 物 ,在 碱 。 ， 剧情 RE 





性 溶液 中 ,实际 上 存在 着 这 三 种 糖 的 平衡 。 
3 
所 有 还 原 糖 的 C1 和 C2 都 能 够 与 葵 肝 起 反应 生成 糖 胜 (osazone)。 糖 腻 的 黄色 结晶 十 分 有 用 ,可 
用 来 鉴别 还 原粮 的 存在 ,还 可 以 从 糖 肛 的 燃点 和 晶 形 来 鉴别 某 些 糖 。 





下 狂 音 键 
CHOH 3 CH2OH CH2OH | 

6 5 2 HC 一 NNHCH。 : O_、OH 0O_，、0 一 CH 
( 醛 糖 ) ( 苯 肝 ) | Hcl 

一 一 《一 NNHCIH，: OH +HOCHs OH 
CHOH 2 
2 oOH 甲醇 OH 
S 一 0 糖 胖 OH OH 
十 精 ) B-D- 葡 萄 糖 甲 基 -B-D- 葡 糖苷 
成 用 反 应 成 背 反 应 





4. 成 昔 反 应 

糖苷 是 糖分 子 中 的 半 缩 醛 或 半 缩 酮 状 基 与 另 一 分 子 产 基 或 氨基 化 合 物 脱 水 生成 的 缩 醛 或 缩 酮 结 
构 的 化 合 物 。 糖 苷 分 子 中 糖 的 部 分 称 为 糖 基 , 非 糖 部 分 称 为 配 基 , 连 接 糖 基 和 配 基 的 键 叫做 糖苷 键 。 
例如 ,B-D- 葡萄 糖 与 甲醇 在 盐酸 的 催化 下 ,形成 甲 基 -8B-D- 葡 糖 苷 。 

由 oa- 型 半 缩 醛 或 半 缩 酮 羟基 所 形成 的 糖苷 称 作 a- 糖苷 ,其 糖苷 键 称 作 w- 糖 背 键 ;由 B- 型 半 
缩 醛 或 半 缩 酮 羟基 所 形成 的 糖苷 称 作 B- 糖苷 ,其 糖苷 键 称 作 B- 糖苷 键 。 自 然 界 中 以 B- 糖 音 为 主 ， 
存在 于 植物 的 根茎 、 花 叶 和 种 子 中 。 核 酸 分 子 中 的 核 苷 实际 上 是 由 碱 基 与 核糖 或 脱氧 核糖 之 间 形 成 
的 B- 糖苷 。 

与 单 糖 不 同 的 是 ,糖苷 虽然 仍 有 旋光 作用 ,但 因 半 缩 醛 结构 不 复 存 在 而 无 法 开 环 , 所 以 无 变 旋 现 
象 ; 糖 苷 不 能 被 Fehling 试剂 或 Benedict 试剂 所 氧化 , 且 不 能 成 肪 ;糖苷 在 酸性 条 件 下 能 发 生 水 解 反 应 ， 
但 在 碱 性 条 件 下 能 稳定 存在 。 

5. 呈 色 反应 

(1) Molish 反应 ” 糖 类 化 合 物 与 <- 蔡 酚 / 乙醇 在 试管 中 混合 , 摇 匀 后 沿 管 壁 滴 加 浓 硫 酸 ,在 两 液 
面 交界 处 出 现 紫红 色 环 ,此 反应 称 为 Molish 反应 。 使 用 此 反应 ,可 以 将 糖 类 与 非 糖 类 化 合 物 区 分 开 。 

(2) Seliwanoff 反应 “” 糖 类 化 合 物 与 浓 酸 作用 后 再 与 间 葵 二 酚 反 应 ,若是 酮 糖 就 显 鲜 红色 ,若是 醛 
糖 就 显 淡 红 色 ,这 种 反应 称 为 Seliwanoff 反应 。 根 据 此 反应 可 鉴别 酮 糖 和 醛 糖 。 

(3) 间 葵 三 酚 反应 ”成 糖 与 间 葵 三 酚 / 浓 盐 酸 反应 生成 朱红 色 物 质 , 其 他 单 糖 与 间 茶 三 酚 / 浓 盐 
酸 生成 黄色 物质 ;此 外 , 戊 糖 还 可 以 和 甲 基 间 葵 二 酚 即 地 衣 酚 / 浓 盐 酸 反 应 ,生成 蓝 绿色 物质 。 利 用 这 
两 个 反应 可 以 将 成 糖 和 其 他 单 糖 区 分 开 来 。 

除了 以 上 5 种 反应 以 外 , 单 糖 还 可 以 发 生 氧 化 反应 或 还 原 反 应 。 其 中 所 有 的 单 糖 都 能 与 弱 氧 化 
剂 起 反应 ,如 Fehling 试剂 或 Benedict 试剂 ,因此 所 有 的 单 糖 都 具有 还 原 性 。 


七 、 几 种 生化 上 重要 的 单 糖 

4) D- 甘油 醛 和 二 羟 两 酮 “两 者 都 是 糖 酵 解 的 中 间 物 (参看 第 二 十 二 章 “ 糖 酵 解 ”)。 

(2) D- 葡萄 糖 ”是 细胞 重要 的 能 源 , 对 于 神经 细胞 尤为 重要 。 血 糖 由 溶解 在 血液 中 的 葡萄 糖 组 
成 ,其 浓度 需要 稳定 在 0.7~1 mg/ml。 

(3) D- 半 乳 糖 ”在 动物 体内 较为 少见 , 它 通 常 是 脑 和 神经 组 织 中 糖 蛋白 的 成 分 ,因此 有 时 被 称 为 
脑 糖 (brain sugar)。 

(4) D- 果糖 ”主要 存在 于 许多 果实 和 蜂 密 之 中 ,在 所 有 碳水 化 合 物 中 甜 度 最 高 。 

(5) D- 核糖 和 2- 脱氧 -D- 核糖 ”两 者 分 别 是 核糖 核 昔 酸 (RNA) 和 脱氧 核 苷 酸 (DNA) 的 组 分 。 


第 二 节 ” 寡 糖 


糖 也 称 为 低 聚 糖 ,由 2~10 个 单 糖 分 子 缩合 并 以 糖苷 键 相 连 。 在 寡 糖 分 子 之 中 , 异 头 物 C 上 的 
半 缩 醛 产 基 以 游离 形式 存在 的 一 端 为 还 原 端 (reducing end), 异 头 物 C 参与 形成 糖苷 键 的 一 端 为 非 还 
原 端 (non-reducing end)。 

按照 惯例 ,在 书写 守 糖 序列 时 , 非 还 原 端 写 在 左边 ,还 原 端 写 在 右边 ,同时 需要 标明 各 单 糖 单位 的 
名 称 、 构 型 .相互 间 的 连接 方式 和 异 头 物 的 构 型 。 

二 糖 (disaccharide) 是 最 简单 的 寡 糖 ,其 中 的 一 个 单 糖 单位 的 连接 碳 总 是 C1 ,而 另 一 个 单 糖 单位 
的 连接 C 的 位 置 是 可 变 的 。 在 某 种 意义 上 ,二 糖 可 视 为 由 两 分 子 单 糖 连 接 而 成 的 糖苷 。 与 其 他 糖苷 
一 样 , 二 糖 在 酸性 条 件 下 糖苷 键 发 生 水 解 ,生成 两 分 子 单 糖 。 





单 糖 的 氧化 和 还 原 
反应 


假定 每 一 个 单 糖 都 
以 吡 喃 环形 式 存在 ,那么 将 
一 个 葡萄 糖 、 一 个 甘露 糖 和 
一 个 半 乳 糖 连接 起 来 可 以 形 
成 多 少 种 不 同 的 寡 糖 ? 比较 
由 3 种 不 同 的 氨基 酸 形成 多 
少 种 不 同 的 3 肽 。 
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根据 能 和 否 被 弱 氧 化 剂 (如 Fehling 试剂 ) 氧 化 的 性 质 ,二 糖 可 以 分 为 还 原 性 和 非 还 原 性 两 类 。 常 见 
二 糖 的 名 称 .结构 .来源 和 生理 功能 参见 表 15-3。 


上 表 15-3 常见 二 糖 的 名 称 、 结 构 , 来 源 和 生理 功能 





二 精 性 质 结构 来 源 生理 功能 

蔗糖 非 还 原 糖 Glea (1 一 2)FruB 水 果 种子 . 根 和 蜂蜜 光合 作用 的 终 产 物 
乳糖 还 原粮 GalB (1 一 4) Gle 动物 乳汁 . 某 些 植物 动物 的 能 源 
a,a- 海 薄 糖 。” 非 还 原 糖 Glea (1 一 1)Gleca 藻类 真菌 和 昆虫 血 昆虫 血糖 
麦芽 糖 还 原 糖 Glea (1 一 4) Gle 淀粉 和 糖 原 淀粉 和 糖 原 中 的 二 糖 单位 
异 麦 芽 糖 还 原 糖 Glea (1 一 6) Cle 支 链 淀粉 和 糖 原 淀粉 和 糖 原 分 支 
纤维 二 糖 还 原 糖 GleB (1 一 4) Glc 植物 纤维 素 中 的 二 糖 单位 
龙 胆 二 糖 还 原 糖 GleB (1 一 6) Gle 某 些 植物 (如 龙 胆 属 ) 植物 的 糖苷 组 分 

1. 还 原 性 二 糖 


还 原 性 二 糖 是 由 一 分 子 单 糖 的 半 缩 醛 产 基 与 另 一 分 子 单 糖 的 醇 产 基 缩 合 而 成 ,例如 麦芽 糖 
(maltose) 乳糖 (lactose)。 由 于 还 原 性 二 糖分 子 中 还 存在 着 一 个 游离 的 半 缩 醛 产 基 , 因 此 它们 不 但 具有 
变 旋 现象 ,而 且 能 够 被 Fehling 试剂 或 Benediet 试剂 氧化 。 

2. 非 还 原 性 二 糖 

非 还 原 性 二 糖 是 由 二 分 子 单 糖 的 半 缩 醛 羟基 脱水 而 成 的 ,最 常见 的 是 蔗糖 和 海藻 糖 。 非 还 原 二 糖 
具有 旋光 性 ,但 由 于 不 存在 游离 的 半 缩 醛 羟基 ,因此 既 无 变 旋 现象 ,也 不 能 被 Fehling 试剂 或 Benedict 
试剂 氧化 ,更 不 能 成 胖 。 

寡 糖 除了 能 以 游离 的 形式 存在 以 外 ,还 可 以 与 蛋白 质 或 脂 质 共 价 相连 ,成 为 糖 蛋白 或 糖 脂 的 重要 
成 分 ,并 具有 多 种 功能 (参看 本 章 第 四 节 糖 缀 合 物 )。 


第 三 节 ”多糖 


由 多 个 单 糖 分 子 缩合 而 成 的 糖 类 称 为 多 糖 (polysaccharide) 或 聚 糖 (ycan), 其 中 由 相同 的 单 糖分 子 
组 成 的 多 糖 为 同 多 糖 (homopolysaccharide), 含 有 不 同 种 单 糖 单位 的 多 糖 为 杂 多 糖 (heteropolysaccharide) 
( 表 15-4)。 多 糖 中 最 常见 的 单 糖 是 D- 葡萄 糖 , 其 次 是 D- 果糖 `.D- 半 乳 糖 .L- 半 乳 糖 `D- 甘露 糖 [一 
阿拉 伯 糖 和 D- 木 糖 。 某 些 单 糖 的 衍生 物 ,例如 D- 葡 糖 胺 、D- 半 乳 糖 胺 、N- 乙酰 葡 糖 胺 、NV- 乙酰 半 
乳糖 胺 、 葡 糖 醛 酸 ,也 出 现在 一 些 多 糖分 子 之 中 。 


本 表 15-4 常见 多 糖 的 结构 和 性 质 








淀粉 糖 原 右 旋 糖 本 纤维 素 几 丁 质 菊 粉 琼脂 糖 
来 源 种 子 . 块 共 、 肝脏 骨骼 肌 ”酵母 细菌 ”植物 细胞 壁 。 无 并 椎 动物 等 ” 菊 科 植物 海藻 
块根 
单 糖 单位 D- 葡萄 糖  D- 葡萄 糖  D- 葡萄 糖 ”D- 葡萄 糖 NAGC 果糖 、 葡 萄 糖 D- 半 乳 糖 .3,6- 
脱水 半 乳 糖 
连接 方式 ” a-1,4 a-1,4 主要 是 wa- B-1,4 B-1,4 主要 是 8- ”B-1,4 
a-1,6 a-1,6 1,6 人 a-1,3 
类 别 同 多 糖 同 多 糖 同 多 糖 同 多 糖 同 多 糖 杂 多 糖 杂 多 糖 
碘 反 应 蓝 色 或 紫 紫红 色 无 珑 殉 无 无 
红色 
构象 螺旋 无 规 卷曲 ”锯齿 带 状 带 状 构象 


功能 贮 能 贮 能 贮 能 结构 结构 贮 能 结构 


单 糖 之 间 的 连接 方式 , 即 糖苷 键 的 类 型 ,直接 与 多 糖 的 机 械 强度 和 溶解 性 质 有 关 。 以 -1,4 糖 背 
键 相 连 的 多 糖 (如 淀粉 和 糖 原 ) 往往 比较 软 ,在 水 里 有 一 定 的 溶解 度 , 而 以 B-1,4 糖苷 键 相连 的 多 糖 ( 如 
纤维 素 和 几 丁 质 ) 比较 硬 , 难 深 于 水 。 

与 蛋白 质 和 核酸 不 同 的 是 ,多 糖 无 确定 的 相对 分 子 质量 ,因为 组 成 多 糖 的 单 糖 单位 的 数目 不 是 固 
定 的 。 与 单 糖 和 朝 糖 相 比 ,多糖 无 变 旋 现 象 和 还 原 性 ,也 无 甜 味 。 

按照 功能 的 不 同 ,多 糖 可 分 为 贮 能 多 糖 (storage polysaccharide) 和 结构 多 糖 (structural polysaccharide)。 


一 、 贮 能 多 糖 

常见 的 贮 能 多 糖 有 淀粉 (starch)、 糖 原 (glycogen) 和 右 旋 糖 配 (dextran)。 这 三 类 多 糖 的 基本 组 成 单 
位 都 是 D- 葡萄 糖 ,结构 参见 图 15-11 ,性质 参见 表 15-4, 都 属于 同 多 糖 。 

生物 之 所 以 以 多 糖 而 不 是 单 糖 的 形式 贮存 能 量 , 是 因为 多 糖 形式 能 够 降低 糖 贮备 给 细胞 带 来 的 
渗透 压 (osmotie pressure)。 由 于 渗透 压 只 取决 于 分 子 的 数目 ,因此 ,1 个 游离 的 葡萄 糖分 子 与 1 个 由 1 
万 个 葡 糖 残 基 组 成 的 糖 原 分 子 给 细胞 带 来 的 渗透 压 是 相同 的 。 

(一 ) 淀粉 

淀粉 又 分 为 直 链 淀粉 (amylose) 和 支 链 淀粉 (amylopectin) 两 类 (图 15-12)。 直 链 淀 粉 只 有 w-1， 
4 糖苷 键 ,无 分 支 , 其 重复 的 二 糖 单 位 为 麦芽 糖 ,而 支 链 泻 粉 既 含 有 w-1,4 糖苷 键 ,又 含有 a-1,6 糖 
苷 键 ,其 重复 的 二 糖 单位 主要 是 麦芽 糖 , 还 有 少数 异 麦 芽 糖 。aw-1,6 糖苷 键 的 出 现 使 得 支 链 淀粉 产 


() 直 链 淀粉 
CHOH CH;OH CH2OH CHOH 
O O O O 
HH HH H H 碧 
了 AH 匡 H AH 
HONOH O OH 五 O OH 百 O OH 于 O 
] 世 OH OH 
(2) 支 链 淀粉 
CH;OH CHOH CH;OH 
O O O 
了 于 于 世 
| AH 世 了 
HONOH 上 卫 O OH 本 O OH 于 





虽然 直 链 淀粉 在 水 中 的 溶解 性 很 低 , 但 是 它 能 在 水 中 形成 胶 束 (micelle) 悬 液 。 胶 束 中 的 多 糖 链 
采取 螺旋 构象 。 如 果 这 时 遇 到 碘 , 碘 就 能 插入 到 玻 水 螺旋 的 中 间 从 而 呈现 蓝 色 。 支 链 淀粉 在 水 中 也 
能 形成 胶 柬 结 构 ,但 碘 与 其 反应 呈现 紫红 色 。 

(二 ) 糖 原 

糖 原 是 动物 的 贮 能 多 糖 , 有 肝 糖 原 , 肌 糖 原 和 肾 糖 原 三 种 形式 。 其 中 肝 糖 原 是 主要 形式 ,最 多 能 
占 肝 重 的 10%。 糖 原 是 一 种 高 度 分 支 的 分 子 , 在 结构 上 与 支 链 淀 粉 相似 ,因此 遇 到 碘 显 紫红 色 。 但 它 
的 分 支点 更 加 密集 ,平均 每 8~12 个 葡萄 糖 单位 就 出 现 一 个 分 支 。 糖 原 分 解 和 合成 都 是 从 非 还 原 端 展 
开 的 ,因此 , 糖 原 的 高 度 分 支 结构 有 利于 它 的 迅速 动员 和 重新 合成 (参看 第 二 十 七 章 “ 糖 原 代 谢 ” ), 也 
使 得 糖 原 在 动物 体内 特别 适合 充当 一 种 短期 的 能 源 储备 。 





支 链 淀 粉 


直 链 淀粉 ”纤维 素 


人 图 15-11 糖 原 . 淀 粉 和 纤 
维 素 的 结构 


一 个 糖 原 分 子 具 有 
多 少 个 还 原 端 ? 
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你 能 否 想 出 一 种 对 
人 体 无 害 的 灭 白蚁 的 方法 ? 


纤维 素 ` 几 了 丁 质 、 淀 
粉 和 糖 原 都 是 高 度 水 溶性 单 
糖 的 多 聚 物 , 为 什么 前 两 种 
多 糖 的 水 溶性 要 比 后 两 种 差 
得 多 ? 


荡 酸 、 琼 脂 糖 、 糖 胺 
聚 糖 和 肽 聚 糖 
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(三 ) 右 旋 糖 酝 

右 旋 糖 栈 是 一 种 主要 以 w-1,6 糖苷 键 相连 的 分 支 多 糖 ,通常 存在 于 酵母 和 细菌 中 ,其 重复 的 二 糖 
单位 主要 是 异 麦 芽 糖 ,分 支点 可 能 是 “=-1 一 2 .1 一 3 或 1 一 4 糖苷 键 。 生 长 在 牙齿 表面 的 细菌 所 产生 的 
右 旋 糖 栈 是 牙 菌 斑 (dental plaque) 的 重要 成 分 。 细 菌 产 生 的 右 旋 糖 酝 在 实验 室 中 经 常 被 用 作 层 析 柱 
的 支持 介质 (如 Sephadex 和 Bio-gel)。 


二 、 结 构 多 糖 

最 重要 的 两 种 结构 多 糖 为 纤维 素 (cellulose) 和 几 丁 质 (chitin)。 两 者 的 结构 和 性 质 参看 表 15-4。 

(一 ) 纤维 素 

纤维 素 可 以 说 是 世界 上 最 丰富 的 天 然 多 聚 物 ,几乎 所 有 植物 的 细胞 壁 都 有 它 , 它 对 于 维持 植物 细 
胞 的 形状 十 分 重要 。 但 纤维 素 也 有 其 “温柔 " 的 一 面 ,例如 ,最 舒适 柔软 的 天 然 衣 料 一 一 棉花 几乎 就 是 
纯 的 纤维 素 。 

纤维 素 与 直 链 淀粉 一 样 , 也 是 一 种 线性 无 分 支 分 子 , 但 葡萄 糖 单 位 以 B-1,4 糖苷 键 相连 ,因此 ,组 
成 纤维 素 的 二 糖 单位 是 纤维 二 糖 。 

在 B-1,4 糖 昔 键 的 连接 方式 中 ,最 稳定 的 构象 是 葡萄 糖 单 位 沿 着 链 交替 翻转 180* ,因而 纤维 素 链 
采取 的 是 一 种 完全 伸展 的 带 状 构象 (extended ribbon)。 每 条 纤维 素 链 除了 有 链 内 氢 键 以 外 ,还 与 周 
围 的 纤维 素 链 形成 链 间 氢 键 。 相 邻 的 几 条 纤维 素 链 肩 并 肩 地 靠 在 一 起 ,通过 链 间 氢 键 以 及 范 德 华 力 


形成 扁平 片 层 。 相 邻 的 片 层 再 反 故 在 一 起 , 片 层 内 纤维 素 链 呈 锯 齿 状 , 片 层 之 间 的 纤维 素 链 也 有 和 氧 键 


(图 15-13)。 纤 维 素 的 上 述 结构 赋予 
了 纤维 素 一 定 的 强度 。 

大 多 数 动物 很 难 利用 纤维 素 , 原 
因 是 它们 的 消化 道 分 刻 的 水 解 酶 不 能 
识别 8-1,4 糖苷 键 。 然 而 ,反刍 动物 和 
白蚁 却 不 同 , 生 活 在 它们 消化 道内 的 细 
菌 能 分 沁 B- 糖 背 酶 水 解 纤维 素 , 因 此 
这 两 类 动物 可 以 消化 并 利用 纤维 素 。 

(三 ) 几 丁 质 

几 丁 质 又 名 甲壳 素 . 甲 壳 质 、 壳 聚 
糖 或 克 糖 胺 ,是 由 N- 乙酰 葡 糖 胺 形成 
的 直 链 多 聚 物 。 几 丁 质 不 仅 是 甲壳 纲 
动物 .昆虫 的 外 骨骼 的 基本 成 分 ,还 存 人 
在 于 真菌 的 细胞 壁 ,在 生物 功能 和 结构 上 与 纤维 素 十 分 相似 。 在 一 级 结构 上 , 几 丁 质 由 N- 乙酰 葡 糖 胺 通 
过 B-1,4 糖 昔 键 相连 ,其 化 学 结构 可 看 成 2- 羟基 被 乙酰 胺 所 取代 的 纤维 素 ; 在 高 级 结构 上 , 它 也 是 伸展 的 
带 状 构象 。 但 是 ,纤维 素 与 几 丁 质 在 结构 上 有 一 个 十 分 重要 的 差别 一 一 片 层 结构 的 组 织 方式 。 所 有 片 层 
链 的 还 原 端 都 集中 在 一 侧 , 非 还 原 端 集中 在 另 一 侧 的 排列 方式 称 为 平行 排列 ;一 个 片 层 内 链 的 还 原 端 与 其 
上 下 片 层 内 链 的 还 原 端 位 于 异 侧 的 排列 方式 称 为 反 平 行 排列 。 天 然 的 纤维 素 似乎 只 以 平行 的 方式 排列 。 
然而 , 几 丁 质 有 三 种 形式 :全 平行 排列 的 we- 几 丁 质 . 全 反 平 行 排列 的 BE- 几 丁 质 和 混合 型 排列 的 6- 几 丁 质 。 

在 自然 界 中 , 几 丁 质 资源 非常 丰富 ,其 含量 仅 次 于 纤维 素 ,具有 广泛 的 工业 .商业 和 医用 价值 。 人 
们 已 发 现 ,甲壳 素 有 纤维 素 所 不 具备 的 特性 ,是 目前 世界 上 唯一 含 阳离子 的 可 食性 动物 纤维 ,也 是 除 
蛋白 质 . 糖 脂肪、 维生素 .矿物 质 以 外 的 一 种 生命 要 素 , 因 此 有 人 称 之 为 第 六 生命 要 素 。 

除了 纤维 素 和 几 丁 质 以 外 , 薄 酸 (alginates)\ 琼 脂 糖 、 糖 胺 聚 糖 和 肽 聚 糖 (peptidoglycan) 也 属于 结 
构 多 糖 ,它们 也 存在 于 自然 界 , 并 具有 特殊 的 生物 功能 。 





15-13 ”纤维 素 的 构象 





框 15-1 生化 与 健康 一 星 牙 与 防 星 牙 

唾液 中 充满 着 细菌 ,浓度 高 达 每 毫升 唾液 含 一 百 万 个 细菌 ! 在 你 刷牙 后 几 分 钟 之 内 ,唾液 中 的 黏 蛋 
白 得 多 付 在 牙齿 表面 。 然 后 ,立即 有 数 百 万 计 的 口腔 细菌 结合 到 这 个 表面 ,但 只 有 变形 链球 菌 (Sireplococcus 
matanxs) 和 乳酸 杆菌 (Zactobacilus) 的 共同 作用 才能 导致 星 牙 。 其 中 变形 链球 菌 能 分 记 葡 聚 糖 芒 糖 酶 
(dextransucrase), 此 酶 以 芒 糖 为 底 物 ,催化 葡 糖 基 的 转移 ,其 作用 分 为 两 步 :第 一 步 是 将 蔗糖 分 解 成 葡萄 糖 
和 果糖 ,第 二 步 是 将 释放 出 来 的 葡萄 糖 立即 转移 到 一 个 正在 延伸 的 多 糖分 子 一 一 葡 聚 糖 ( 右 旋 糖 栈 ) 的 一 
端 。 葡 聚 糖 像 胶水 一 样 , 将 唾液 中 的 细菌 吸附 在 牙齿 的 表面 ,形成 牙 菌 碘 。 而 乳酸 杆菌 生活 在 葡 豆 糖 的 内 
部 ,利用 内 部 的 缺 氧 环 境 ,并 以 前 面 从 芒 糖 分 解释 放出 来 的 果糖 作为 原料 ,进行 乳酸 发 酵 , 产 生 的 乳酸 导致 
牙齿 表面 的 pHE 降低 ,使 牙 釉质 钙 开 始 溶解 。 即 使 我 们 每 天 产生 1 工 古 液 ,也 不 能 冲 走 牙 齿 表面 的 酸性 物 
质 ,这 是 因为 葡 聚 糖 对 唾 疲 是 不 透 过 的 。 因 此 养 成 良好 的 口腔 卫生 习惯 是 很 重要 的 ,如 每 次 餐 后 刷牙 和 使 
用 牙 线 ,可 显著 减少 牙 菌 班 的 堆积 。 食 用 富 含 钙 质 的 食物 ,也 有 助 于 强化 牙齿 表面 的 球 琅 质 。 富 含 多 糖 的 
食品 ,如 水 果 和 蔬菜 ,也 有 助 于 防止 性 牙 ,原因 是 葡 聚 糖 芒 糖 酶 不 能 使 用 多 糖 作 为 底 物 , 吃 水 果 和 蔬菜 有 助 
于 机 械 请 除 牙 菌 斑 。 

2010 年 5 月 ,荷兰 格 罗 宁 根 大 学 Dijkhuizenb 等 人 得 到 了 和 葡 育 糖 蔗糖 酶 的 晶体 结构 ,并 阐明 了 这 
种 酶 的 催化 机 制 。 如 果 在 此 基础 上 ,外 选 出 这 种 酶 的 特异 性 抑制 剂 ,就 会 为 防止 星 牙 提供 最 有 效 的 方 
法 。 也 许 在 不 远 的 将 来 ,只 要 将 一 点 点 葡 聚 糖 芒 糖 酶 的 抑制 剂 落 加 到 牙膏 甚至 糖果 中 ,龋齿 就 会 成 为 


第 四 节 ，” 糖 缀 合 物 


糖 绥 合 物 (8ycoconjugate) 是 指 糖 类 与 非 糖 物质 以 共 价 键 相 连 的 复合 物 。 根 据 非 糖 物质 的 本 质 ， 
糖 缀 合 物 可 以 分 为 糖 脂 ( 参 见 第 十 六 章 “ 脂 质 与 生物 膜 ”) 和 糖 蛋白 两 类 。 

糖 蛋白 (glycoprotein) 和 和 蛋白 聚 糖 (proteoglycan,PG) 都 是 由 蛋白 质 与 糖 通过 共 价 键 相连 的 复合 
物 ,两 者 都 可 以 看 成 是 蛋白 质 翻 译 后 发 生 糖 基 化 修饰 的 产物 。 它 们 的 差别 在 于 ,前 者 糖 含 量 占 总 质 
量 的 1%~60% ,由 多 种 具 分 支 的 短 之 糖 链 组 成 ;后 者 糖 含量 可 达 总 质量 的 98% , 主要 由 无 分 支 的 糖 胺 
聚 糖 链 组 成 (典型 长 度 为 80 个 单 糖 单位 ), 糖 胺 聚 糖 链 多 到 100 个 以 上 ,有 时 相对 分 子 质量 很 大 ,可 
达 3x10"。 

与 糖 胺 聚 糖 共 价 结合 的 蛋白 质 称 为 核心 蛋白 ,连接 方式 参见 图 15-14。 有 时 ,与 核心 蛋白 共 价 结 


Co 
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连接 四 糖 糖 胺 聚 糖 (GAG) 


核心 蛋白 
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EEESB 六 类 蛋白 到 六 的 性 合 的 糖 胶 聚 糖 不 止 一 种 ,这 样 的 蛋白 聚 糖 称 为 多 配 体 蛋 白 聚 糖 。 已 发 现 至 少 六 类 不 同 的 蛋白 聚 糖 , 它 
有 们 在 核心 蛋白 的 大 小 . 糖 胺 聚 粮 链 的 数目 . 粳 胶 聚 糖 的 类 型 ,体内 分 布 和 功能 等 方面 均 有 差别 。 
蛋白 聚 糖 的 主要 功能 包括 :@ 调 节 分 泌 蛋 白 的 活性 ;@ 形 成 带电 的 多 孔 凝 胶 , 限 制 或 促进 某 些 网 
质 的 通过 ;@ 与 某 些 生 长 因子 结合 ,调节 它们 的 活性 ;@ 轩 在 细胞 表面 作为 辅助 受 体 。 
糖 蛋白 是 由 吉 糖 链 还 原 端的 残 基 与 多 肽 链 特定 的 氨基 酸 残 基 通 过 糖 肽 键 连接 而 成 , 精 肽 键 主要 
有 0 型 和 N 型 (图 15-15)。 
0 型 糖 肽 键 是 由 寡 糖 链 还 原 端 残 基 的 半 缩 醛 羟基 (一 般 是 w_GalNAe) 与 多 肽 链 SerrThr 残 基 的 产 
基 缩 合 形成 ;N 型 糖 肽 键 是 由 坦 糖 链 还 原 端 B_GleNAe 残 基 的 半 缩 醛 产 基 与 多 肽 链 Asn 的 栈 胺 基 缩合 
而 成 。 后 一 类 糖 蛋白 的 壹 糖 链 由 一 相同 的 核心 五 精 钾 和 若干 外 围 糖 基 组 成 (图 15_16)。 根 据 外 围 糖 
Au 其 寡 糖 链 可 分 为 高 甘露 糖 型 、 杂 合 型 和 复合 型 。 


(1)O 型 连接 (2)N 型 连接 
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高 甘露 糖 型 杂 合 型 复合 型 


15-16 N 型 糖 蛋白 外 围 寡 糖 的 三 种 类 型 


糖 蛋白 中 的 寡 糖 链 除了 对 蛋白 质 的 稳定 性 洲 解 性 等 理化 性 质 有 影响 以 外 ,还 参与 多 种 生物 学 功 
能 ,例如 分 子 识别 、 信 和 号 转 导 、 多 肽 链 折 释 、 蛋 白质 翻译 后 的 分 拣 和 定向 等 。 

许多 糖 和 蛋白 为 分 泌 和 蛋白 和 膜 蛋白 ,例如 促 红 素 和 卵泡 刺激 素 为 分 记性 糖 蛋白 ,大 多 数 水 溶性 激素 
的 受 体 为 整合 在 质 膜 上 的 糖 蛋白 。 如 果糖 蛋白 整合 在 质 膜 上 , 它 就 会 与 质 膜 上 的 另外 一 种 糖 缀 化 合 
物 ( 糖 脂 ) 一 样 ,其 糖 链 部 分 面向 胞 外 。 这 些 寡 糖 链 在 细胞 的 表面 ,相当 于 是 一 种 分 子 天 线 ,参与 细 


胞 与 细胞 之 间 的 相互 作用 、 细 胞 识别 、 细 胞 黏附 以 及 信号 转 导 。 有 时 , 糖 蛋 白 分 子 上 的 寡 糖 链 在 某 些 
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人 


细胞 的 表面 会 形成 一 个 保护 性 的 薄 层 ,如 小 肠 黏膜 细胞 表面 的 糖 葛 可 以 保护 细胞 免 受 蛋白 酶 的 消化 。 
在 许多 生物 体内 ,有 一 类 叫 弟 集 素 (lectin) 的 蛋白 质 可 以 识别 和 结合 特定 的 寡 糖 链 。 例 如 ,来 自 刀 
豆 中 的 凝集 素 一 一 刀 豆 素 A(Concanavalin A,Con A) ,就 专门 识别 非 还 原 端 是 甘露 糖 或 葡萄 糖 的 寡 糖 
链 。 有 些 病 毒 在 感染 期 间 ,会 使 用 凝集 素 附 着 到 宿主 细胞 表面 ,例如 H5N1 禽 流感 病毒 株 中 的 联 表示 
的 就 是 一 种 叫 血 凝 素 的 凝聚 素 (hemagglutinin)。 流 感 病毒 就 是 通过 它 识 别 和 结合 宿主 细胞 膜 上 含有 H5N1 中 的 N 又 代 


表 什么 ? 
唾液 酸 的 受 体 糖 蛋白 而 启动 感染 过 程 的 。 
推荐 网 址 : 本 章 小 结 填 填 看 


1 http :Wthemedicalbiochemistrypage.org/carbohydrates.html (完全 免费 的 医学 生物 化 学 课程 网 站 ,有 关 糖 
类 部 分 的 内 容 ) 

2. http:Wen.wikipedia.org/wiki/Carbohydrate (维基 百科 有 关 糖 类 的 内 容 ) 

3. http :Wehemed.chem.purdue.edu/genchemy/topicreview/bp/1biochemy/carbo5.html (美国 普 渡 大 学 一 个 生化 
网 站 ,有 关 糖 类 部 分 的 内 容 ) 

4. http:Wwww2.chemistry.msu.edu/faculty/reusch/virttxtjiml/carbhyd.htm (美国 密歇根 州立 大 学 一 个 化 学 网 
站 ,有 关 糖 类 的 内 容 ) 
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人 第 十 六 音 ” 脂 质 与 生物 膜 


脂 质 也 称 为 脂 类 或 类 脂 ,是 生物 体内 一 类 重要 的 有 机 分 子 , 它 们 所 包括 的 范围 很 广 ,其 化 学 结构 
连 异 ,生理 功能 各 不 相同 。 然 而 , 脂 质 都 具有 一 个 共同 的 物理 性 质 , 即 一 般 不 溶 于 水 或 微 溶 于 水 ,但 溶 
于 有 机 溶剂 。 许 多 脂 质 还 有 两 性 的 性 质 , 即 一 个 分 子 同 时 含有 亲 水 的 “ 头 部 "和 朴 水 的 “尾巴 ” ,这样 的 
性 质 对 于 形成 生物 膜 结构 至 关 重 要 。 

本 章 将 主要 介绍 各 种 脂 质 的 化 学 结构 和 生理 功能 ,并 重点 讨论 两 性 脂 与 生物 膜 的 关系 。 


第 一 证 ” 脂 质 的 化 学 结构 及 其 功能 


按照 化 学 结构 , 脂 质 可 分 为 三 大 类 , 即 简单 脂 (simple lipid) 复合 脂 (compound lipid) 和 异 成 二 烯 类 
脂 (isoprenoid lipid)。 


一 、 简 单 脂 

简单 脂 特 指 游 离 的 脂肪 酸 (free fatty acid,FFA) 以 及 由 游离 的 脂肪 酸 和 醇 形 成 的 酯 ,后 者 包括 脂肪 
(fat) 和 蜡 (wax)。 甚 中 脂肪 就 是 三 酰 甘油 (triacylglycerol,TC) 或 甘油 三 酯 ,由 工分 子 甘油 和 3 分 子 脂肪 
酸 (fatty acid) 通 过 酯 键 缩合 而 成 (图 16-1)。 生物 体内 的 脂肪 酸 种 类 很 多 ( 表 16-1), 在 形成 脂肪 的 时 候 ， 
参与 酯 化 的 3 个 脂肪 酸 有 多 种 不 同 的 组 合 ,脂肪 也 因此 具有 多 种 形式 。 


喧 表 16-1 常见 脂肪 酸 的 俗称 和 结构 缩写 (A 表示 双 键 ,c 表示 顺 式 ) 














分 类 中 文 俗称 英文 俗称 结构 缩写 

人 饱和 脂肪 酸 月 桂 酸 lauric acid 12:0 
豆 茸 酸 myristic acid 14:0 
软 脂 酸 (棕榈 酸 ) palmitic acid 16:0 
硬 脂 酸 stearic acid 1820 

不 饱和 脂肪 酸 ”棕榈 油 酸 palmitoleic acid 16:1(9) 或 16:1AY 
油 酸 oleic acid 18:1(9) 或 18:1AY 
亚 宙 酸 ( 必 需 ) linoleic acid 18:2 人 9,12) 或 11835249 大 
a- 亚麻 酸 (必需 ) a-linolenic acid(ALA) 18:3(9,12,15) 或 18:3A?2e 
Y- 亚麻 酸 Y-=-linolenic acid 18:3(6,9,12) 或 18:3A% ee 
花生 四 烯 酸 arachidonic acid(ARA) 2054 谷 ,8,11,14) 或 2024Asaoleilt 
二 十 碳 五 烯 酸 eicosapentaenoic acid(EPA) 20:5(5,8,11,14,17) 或 20:5AT ee 


二 十 二 碳 六 烯 酸 ( 脑 黄 金 ) docosahexaenoic acid(DHA) 22:6(4,7,10,13,16,19) 或 22:6A4 Te lo Bcl6lo 


按照 碳 原子 数目 ,脂肪 酸 可 以 分 为 奇数 脂肪 酸 和 偶数 脂肪 酸 ,但 天 然 的 脂肪 酸 绝 大 多 数 为 偶数 脂 
肪 酸 ;按照 碳 链 的 饱和 度 , 脂 肪 酸 又 可 以 分 为 饱和 与 不 饱和 脂肪 酸 。 例 如 , 豆 翘 酸 、 软 脂 酸 、 硬 脂 酸 和 
月 桂 酸 等 为 鸳 和 脂肪 酸 ; 油 酸 、 亚 油 酸 ` 亚 麻 酸 和 花生 四 烯 酸 等 为 不 饱和 脂肪 酸 ( 表 16-1)。 不 饱和 脂 
肪 酸根 据 双 键 的 数目 又 分 为 单 不 饱和 脂肪 酸 和 多 不 饱和 脂肪 酸 。 天 然 不 饱和 脂肪 酸 的 双 键 多 为 顺 式 ， 
某 些 细菌 含有 反 式 的 不 饱和 脂肪 酸 。 不 饱和 脂肪 酸 以 顺 式 的 形式 存在 有 利于 维持 膜 的 流动 性 。 按 照 
营养 价值 ,脂肪 酸 又 分 为 必需 脂肪 酸 (essential fatty acid,EFA) 和 非 必需 脂肪 酸 (non-essential fatty acid， 
NEFA), 其 中 必需 脂肪 酸 在 人 或 其 他 动物 体内 不 能 自己 合成 ,但 又 不 可 缺少 ,因此 必须 从 食物 中 获取 。 
亚 油 酸 和 c- 亚麻 酸 为 必需 脂肪 酸 , 其 他 脂肪 酸 为 非 必需 脂肪 酸 。 亚 油 酸 是 合成 花生 四 烯 酸 的 前 体 ， 


而 花生 四 烯 酸 又 是 多 种 前 列 腺 素 合 成 的 前 体 ,a- 亚麻 酸 则 是 DHA 和 EPA 的 前 体 。 


框 16-1 生化 与 健康 -爱斯基摩 人 健康 的 秘密 

ALADHA 和 了 EPA( 图 16-2) 经 常 被 称 为 w-3 
脂肪 酸 ,这 是 因为 若 从 碳 链 未 端的 甲 基 碳 (w- 碳 ) 
开始 对 碳 原子 进行 编号 ,这 三 种 脂肪 酸 在 3 号 位 
都 有 双 键 自 20 世 纪 70 年 代 开始 ,科学 家 就 发 现 ， 
生活 在 格陵兰 岛 的 爱斯基摩 人 因 经 常食 用 富 合 
w-3 脂肪 酸 的 鱼 类 而 很 少 患 心血 管 疾病 。 在 此 
以 后 , 随 着 人 们 对 o-3 脂肪 酸 的 研究 逐步 深入 ， 
发 现 w-3 脂肪 酸 具有 抗 炎症 、 抗 血栓 和 动脉 弱 样 ”图 16- 
现形 成 .降低 血脂 .舒张 血管 的 功效 ,经 常食 用 这 用 种 脂肪 酸 可 以 显著 降低 得 心血 管 疾病 的 风险 。EPA 是 
前 列 环 素 合成 的 前 体 ,而 前 列 环 素 能 抑制 血小板 凝集 , 故 能 减少 血栓 的 形成 。DHA 俗称 脑 黄金 ,主要 存在 
于 动 愧 大 脑 灰 质 、 精 子 和 视网膜 组 织 中 。 体 内 的 DHA 可 优先 被 脑 组 织 吸收 , 并 参 人 到 脑 细胞 和 视网膜 细 
胞 膜 上 的 磷脂 分 子 上 。 脑 细胞 膜 上 含有 DHA 的 磷脂 似乎 是 轴 突 形成 所 必需 的 。DHA 还 能 降低 血浆 中 
甘油 三 酯 的 水 平 ,但 其 中 的 机 制 还 不 清楚 。ALA 能 降低 心血 管 疾病 的 发 生 率 ,但 究竟 是 其 独自 起 作用 ,还 
是 通过 DHA 和 EPA 共同 作用 ,还 有 待 进一步 研究 。 

鱼 类 是 w--3 脂肪 酸 主要 来 源 食物 , 含 DHA 和 EPA 的 鱼 类 有 : 凤 尾 鱼 . 链 鱼 鲜 鱼 . 铺 鱼 . 锋 鱼 沙丁鱼、 
每 鱼 . 虹 鳝 鱼 和 金枪鱼 等 。 植 物 油 ;特别 是 胡桃 油 、 亚 麻油 和 橄 槛 油 , 富 含 ALA。 





和 -3 脂肪 酸 的 化 学 结 





旨 肪 最 重要 的 生理 功能 是 贮存 能 量 , 其 贮 能 的 效率 要 高 于 糖 原 和 和 蛋白质 。 例 如 ,1 g 脂肪 在 体内 
完全 氧化 时 可 释放 出 38 kJ 的 能 量 , 比 1 g 糖 原 或 1 g 蛋白 质 所 释放 出 的 能 量 多 两 倍 以 上 。 此 外 ,脂肪 
在 作为 能 源 贮备 的 时 候 , 一 般 贮 存在 脂肪 细胞 中 ,与 胆固醇 酯 一 起 以 脂 滴 (lipid dropleb) 的 形式 存在 。 

旨 肪 不 深 于 水 ,因此 不 会 对 细胞 的 渗透 压 带 来 影响 。 在 脂 滴 的 表面 通常 是 一 层 磷脂 单 分 子 层 ,在 外 面 
履 盖 一 层 脂 外 被 蛋白 (perilipin) (图 16-3)。 这 种 蛋白 质 形成 了 一 种 保护 性 屏障 ,可 阻止 脂肪 酶 对 脂肪 
的 水 解 , 它 的 存在 有 利于 脂肪 的 储存 。 然 而 ,一 旦 脂肪 细胞 受到 肾上腺 素 或 胰 高 血糖 素 的 作用 , 胞 内 
的 蛋白 质 激酶 A(PKA) 很 快 会 被 激活 。 受 到 PKA 的 催化 , 脂 外 被 蛋白 和 脂肪 酶 均 发 生 磷酸 化 修饰 , 磷 
酸化 的 脂 外 被 蛋白 即 丧 失 活性 ,导致 脂 滴 表面 的 保护 性 屏障 开放 , 而 磷酸 化 的 脂肪 酶 则 被 激活 ,并 去 
水 解 已 经 暴露 在 脂 滴 表 面 的 脂肪 分 子 ( 参 看 第 二 十 八 章 “脂肪 磷脂 和 糖 脂 的 代谢 ”)。 

贮 能 效率 高 以 及 对 细胞 渗透 压 没 有 影响 是 脂肪 作为 能 源 贮 备 物 的 优点 ,但 同时 它 也 有 两 个 缺点 : 
一 是 在 机 体 需要 能 量 的 时 候 ,脂肪 不 能 像 糖 原 那样 快速 地 降解 ,因此 更 适合 作为 长 期 的 能 源 贮备 ;二 
是 脂肪 的 氧化 分 解 必须 在 有 氧 的 条 件 下 才能 进行 , 故 在 缺 氧 或 无 气 的 时 候 , 脂 肪 难以 为 机 体 供 能 。 

脂肪 除了 作为 能 源 贮备 以 外 ,还 有 利于 保持 体温 和 保护 内 脏 器 官 ,以 及 增加 水 生动 物 的 浮力 。 例 
如 ,生活 在 南极 和 北极 的 动物 (如 企 丽 和 北极 能 ) 在 皮下 都 有 厚 厚 的 脂肪 。 某 些 生物 ,如 骆驼 ,还 能 利 
用 脂肪 的 氧化 分 解 ,产生 大 量 的 代谢 水 作为 水 源 。 

蜡 主 要 是 由 长 链 脂 肪 酸 和 高 级 脂肪 醇 形 成 的 一 种 高 度 不 溶 于 水 的 酯 。 它 广泛 存在 于 动物 的 皮毛 、 
植物 的 叶子 和 鸟 类 的 羽毛 表面 ,起 防水 和 保护 作用 。 比 如 ,羊毛 脂 (lanolin) 来 源 于 羊 的 毛皮 ,是 很 多 护 
肤 品 中 的 有 效 成 分 。 


二 、 复 合 脂 
复合 脂 即 复 脂 , 除 含 有 脂 酰 基 和 醇 基 团 以 外 ,还 含有 一 些 非 脂 成 分 ,如 磷酸 基 团 和 糖 基 。 根 据 
非 脂 成 分 的 不 同 , 复 合 脂 可 以 进一步 分 成 磷脂 (phospholipid) 和 糖 脂 (glycolipid)。 其 中 磷脂 是 含有 


提 外 被 蛋白 





16-3 ” 脂 滴 的 结构 模型 
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计算 一 下 在 生理 pH 
下 ,各 种 磷脂 带电 状况 如 何 ? 





你 认为 甘油 磷脂 有 
没有 等 电 点 ? 
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磷酸 基 团 的 脂 质 ,包括 以 甘油 为 骨架 的 甘油 磷脂 (glycerophosphatide) 和 以 鞘 氨 醇 为 骨架 的 萌 磷 脂 
(sphingomyelin)。 糖 脂 是 含有 糖 基 的 脂 质 。 这 两 大 类 脂 质 都 属于 两 性 脂 ,是 构成 生物 膜 的 主要 成 分 。 
(一 ) 甘油 磷脂 





图 16-4 左 侧 为 甘油 磷 下 We 
脂 的 结构 通 式 ,其 中 的 X 代 ER 
表 含有 产 基 的 有 机 基 团 , 它 
是 可 变 的 ,X=H 时 就 为 最 一 6 瑟 一 0: 
简单 的 甘油 磷脂 , 即 磷脂 酸 oH 世 站 
oO ， HCc 一 0 一 C 一 Ri 
(phosphatidic acid)。 图 16-4 0 上 可 磷脂 本 
右 侧 给 出 了 5 种 最 常见 的 下 肌 醇 
甘油 磷脂 的 X 基 团 , 这 5 wa 上 H OH 
种 甘油 磷脂 是 磷脂 酰 胆 碱 一 CH 一 CH 一 NHI 
(phosphatidylcholine,PC)、 磷 脂 
Ri 一 C 一 0 一 CH; O 
栈 肌 醇 (phosphatidylinositol ， | | 
OH O CH 一 0 一 C 一 R; 心 磷 脂 


PI、 磷 脂 酰 丝氨酸 (phospha- 0 5 4 风 
tidylserine,PS)、 磷 脂 酰 乙 醇 | - 
胺 (phosphatidylethalamine， 
PP 条 三 入 脂 王 因 上 甘 清 esiopooooooiooooouoooiaioooeoOELOOGL aaaaaaa 
(diphosphatidylglycerol), 它们 都 可 以 视 为 磷脂 酸 的 衍生 物 。 其 中 ,磷脂 酰 胆 碱 又 称 为 卵 磷脂 (lecithin)， 
二 磷脂 酰 甘 油 又 称 为 心 磷脂 。 

以 磷脂 酰 胆 碱 为 例 ,整个 甘油 磷脂 分 子 可 分 成 两 个 部 分 (图 16-5): 一 部 分 由 两 个 长 长 的 非 极 性 的 
碳 氢 链 构成 ,具有 玻 水 的 性 质 , 有 人 形象 地 称 之 为 玻 水 尾巴 ; 另 一 部 分 由 极 性 的 磷酸 化 的 X 基 团 组 成 ， 
具有 亲 水 的 性 质 ,被 称 为 亲 水 头 部 。 甘 油 磷 脂 的 这 种 特殊 结构 使 它 成 为 一 种 典型 的 两 性 分 子 , 特 别 适 
合作 为 生物 膜 骨架 ,因此 广泛 存在 于 各 种 膜 中 。 

甘油 磷脂 中 有 一 种 特殊 的 磷脂 , 称 为 醚 磷脂 (ether glycerophospholipid), 其 1 号 位 和 /或 2 号 位 的 
脂 酰 基 变 成 了 脂 醚 基 。 古 菌 绝 大 多 数 生活 在 恶劣 或 极端 的 环境 之 中 ,如 强 嗜 热 古 菌 (到 perthermopjailic 
archaea), 为 了 适应 环境 ,其 细胞 膜 主 要 由 醚 磷脂 组 成 ,原因 是 醚 键 比 酯 键 更 加 稳定 。 此 外 , 古 菌 的 醚 磷 

旨 构 型 主要 为 S 型 ,而 不 是 细菌 和 真 核 生物 的 R 型 。 

已 发 现 两 种 类 型 的 醚 磷脂 (图 16-6): 一 类 为 甘油 二 醚 (glycerol diether), 其 脂 醚 基 为 含有 分 支 的 长 
链 碳 氢 链 (20 碳 ); 另 一 类 为 二 甘油 四 醚 (diglycerol tetraether),2 个 含有 分 支 的 长 链 碳 氢 链 (40 碳 ) 在 两 
端 各 与 1 个 甘油 分 子 以 醚 键 相 连 。 

(二 ) 畏 磷 脂 

鞘 磷 脂 (sphingomyeline) 的 结构 与 甘油 磷脂 十 分 相似 ,也 是 一 种 两 性 分 子 ,只 是 由 神经 畏 氮 醇 
(sphingosine) 代替 了 甘油 。 图 16-7 显示 了 神经 鞘 氮 醇 的 分 子 结构 , 当 它 的 氨基 被 脂 酰 化 以 后 ,形成 的 
化 合 物 就 是 神经 酰胺 (ceramide)。 图 16-8 还 显示 了 鞘 磷脂 的 结构 通 式 ,X 基 团 通常 为 胆 碱 或 乙醇 胺 。 

贡 磷 脂 也 是 生物 膜 的 重要 组 分 ,不 过 在 动物 的 神经 组 织 中 的 含量 较 高 ,特别 是 在 介 熏 。 

(三 ) 糖 脂 

糖 脂 是 糖 类 通过 它 的 半 缩 醛 羟基 与 脂 质 以 糖苷 键 连接 而 成 的 糖 缀 化合物 。 包 括 畏 糖 脂 
(glycosphingolipid) 和 甘油 糖 脂 (glyceroglycolipid), 其 中 畏 糖 脂 的 脂 质 部 分 是 神经 鞘 氨 醇 ,而 甘油 糖 脂 的 

旨 质 部 分 为 二 酰 甘油 (diacylglycerol,DG) 即 甘油 二 酯 。 畏 糖 脂 和 鞘 磷脂 则 通称 为 请 脂 (sphingolipid)。 

畏 糖 脂 又 分 为 中 性 精 糖 脂 和 酸性 峭 糖 脂 。 前 者 的 糖 基 无 唾液 酸 成 分 ,通常 为 单 糖 、 双 糖 三 糖 

或 其 他 寡 糖 。 半 乳糖 神经 酰胺 是 第 一 种 得 到 鉴定 的 靖 糖 脂 (图 16-8), 因 最 早 发 现 于 人 脑 , 又 名 为 脑 
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16-5 ”甘油 磷脂 的 两 性 性 质 
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ea mm mw ia wacarcy 


苷 脂 (cerebroside); 后 者 的 糖 基 含 有 酸性 的 硫酸 


化 糖 基 或 唾液 酸 。 图 16-9 显示 的 是 一 种 含有 站 
、 可 百 汪 衣 (CH2)， 
广泛 存在 于 动物 的 神经 节 , 又 名 为 神经 节 苷 脂 NA_cEHLOH 
(ganglioside)。 OH AH 0-cH-e-c-ca=chr- CH:) 一 CH 
神经 节 苷 脂 的 命名 很 特别 ,以 G 代表 神经 节 INROE 于 7 本 百 


苷 脂 ,M (mono)、D(di) 和 T(tni) 分 别 表 示 朝 糖 链 
上 含有 1.2 和 3 个 唾液 酸 , 下 标 数 字 1.2 和 3 表 
示 与 唾液 酸 相 连 的 寡 糖 链 序列 (图 16-9), 分 别 是 
Gal-GalNAc-Gal-Glec .GalNAc-Gal-Glec 和 Gal-Gle。 
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16-9 ”酸性 鞘 糖 脂 的 化 学 结构 


靖 糖 脂 在 膜 上 参与 细胞 之 间 的 通信 ,并 作为 ABO 血型 的 抗原 决定 篮 , 有 些 鞘 糖 脂 还 作为 一 些 病 
毒 ( 如 仙台 病 毒 ) 和 细菌 毒素 (如 霍乱 毒素 ) 的 受 体 。ABO 血型 的 差别 就 在 于 红细胞 表面 的 鞘 糖 脂 在 寡 
糖 链 末端 的 单 糖 单位 不 同 。 

甘油 糖 脂 由 糖 基 通过 糖苷 键 与 二 酰 甘 油 上 的 游离 羟基 相连 (图 16-10), 其 中 单 半 乳 糖 基 二 酰 甘 油 
和 二 半 乳 糖 基 二 酰 甘 油 最 常见 ,它们 主要 存在 于 植物 的 叶绿体 膜 和 微生物 的 细胞 膜 。 
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16-10 ”甘油 糖 脂 的 化 学 结构 
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三 、 异 戊 二 烯 类 脂 

此 类 脂 衍 生 于 异 成 二 烯 ,在 结构 上 可 被 剖析 成 若干 个 异 戊 二 烯 单位 ,主要 包括 项 (terpene) 脂 溶性 
维生素 和 类 固 醇 。 虽 然 它们 在 体内 的 含量 并 不 高 ,但 却 具 有 非常 重要 的 生物 学 功能 。 

(一 ) 昔 

就 分 子 结构 而 言 ,若是 由 若干 个 异 戊 二 烯 单位 连接 而 成 ,连接 的 方式 主要 是 “ 头 尾 " 相连 (head to 
tail), 也 有 “ 尾 尾 相连 ”(tail to tail) (图 16-11)。 

根据 所 含 的 异 戊 二 烯 单位 的 数目 , 茧 可 分 为 单 菇 (monoterpene,2 个 异 戊 二 烯 ) 倍 半 茧 (sesquiterpene， 
3 个 异 成 二 烯 ) 双 昔 (diterpene,4 个 异 成 二 烯 ) 三 茧 (triterpene,6 个 异 成 二 烯 ) 四 茧 (tetraterpene,8 个 
异 戊 二 烯 ) 和 多 昔 (polyterpene, 多 个 异 戊 二 烯 )。 特 别 值得 一 提 的 是 番茄 红 素 , 它 与 B- 胡 葛 小 素 的 结 
构 相 似 , 为 西红柿 红色 色素 的 主要 成 分 。 已 有 很 多 证 据 表 明 ,番茄 红 素 在 体内 可 作为 一 种 出 色 的 抗 氧 
化 剂 ,能 防止 自由 基 对 机 体 的 损害 ,具有 抗 衰老 . 抗 癌 和 抗 心 血管 病 的 功效 。 

(二 ) 类 固 醇 

类 固 醇 也 称 和 省 类 (steroid), 其 核心 结构 是 由 3 个 六 元 环 和 1 个 五 元 环 融合 而 成 的 环 成 烷 多 氢 菲 
(perhydrocyclopentanophenanthrene)。 胆 固 醇 (cholesterol) 是 最 重要 和 最 常见 的 类 固 醇 ,其 他 省 类 几乎 
都 由 它 衍 生 而 来 。 

1. 胆固醇 及 其 衍生 物 

胆固醇 的 分 子 结构 如 图 16-12 所 示 ,整个 分 子 只 有 位 于 3 号 位 的 羟基 是 亲 水 的 ,其 余部 分 完全 由 
玻 水 的 碳 氢 链 组 成 ,因此 胆固醇 是 一 种 疏水 性 较 强 的 两 性 脂 。 





胆固醇 的 两 性 性 质 使 得 它 能 够 与 磷脂 和 糖 脂 一 起 构成 膜 ,但 在 膜 上 的 功能 主要 是 调节 膜 的 流 
动 性 。 胆 固 醇 还 是 体内 许多 重要 活性 物质 的 前 体 ,例如 维生素 D 、 固 醇 类 激素 和 胆汁 酸 (bile acid) 都 
是 以 它 作 为 原料 合成 的 。 

2. 其 他 固 醇 

胆固醇 主要 存在 于 动物 体内 ,在 植物 和 某 些微 生物 体内 仅 有 它 的 类 似 物 ,这 些 类 似 物 的 结构 与 
胆固醇 十 分 相似 。 例 如 , 豆 科 植物 中 普遍 存在 的 豆 固 醇 (stigmasterol)、 谷 物 类 植物 中 发 现 的 谷 固 醇 
(sitosterol) 和 某 些 真菌 内 发 现 的 麦角 固 醇 (ergosterol)。 甚 中 麦角 固 醇 被 动物 吸收 后 ,在 体内 经 紫外 线 
的 照射 ,可 转化 为 维生素 D, 的 前 体 。 

(三 ) 脂 溶性 维生素 

维生素 AD、 工 和 开 均 由 异 戊 二 烯 单位 聚合 而 来 ,不 溶 于 水 ,其 结构 与 功能 参见 第 十 四 章 “维生素 
与 辅酶 ”。 


第 二 和 节 ”生物 膜 的 结构 及 其 功能 


生物 膜 是 指 由 糖 类 \ 两 性 脂 类 和 蛋白 质 组 装 而 成 的 一 种 薄膜 状 结构 ,厚度 为 7~10 nm, 包 括 细胞 质 
膜 和 真 核 细 胞 所 特有 的 细胞 器 膜 ( 即 内 膜 系统 )。 在 细胞 中 ,生物 膜 能 行使 多 种 功能 。 首 先 , 它 充当 一 


头 尾 相连 


尾 尾 相连 


16-11 车 的 形成 
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对 于 线粒体 内 膜 和 
外 膜 而 言 ,你 认为 哪 一 种 膜 上 
的 蛋白 质 含量 更 多 ? 为 什么 ? 


为 什么 高 盐 或 高 
pH 溶液 可 将 外 周 蛋白 从 采 


上 分 离 ? 
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种 选择 透 过 性 屏障 ,将 细胞 内 外 环境 有 效 地 隔离 开 来 ,以 维持 两 种 环境 在 组 分 上 的 差异 ,为 细胞 的 生 
命 活动 提供 相对 稳定 的 内 环境 ,或 者 在 真 核 细 胞 内 将 不 同 的 细胞 器 隔离 开 来 , 既 提 高 了 各 种 细胞 活动 
的 效率 ,又 方便 了 对 它们 的 调控 。 其 次 ,生物 膜 还 参与 物质 转运 能 量 转 换 、 神 经 传导 和 信和 号 转 导 等 一 
系列 重要 的 生理 过 程 。 许 多 疾病 的 发 生 也 与 生物 膜 有 直接 的 关系 。 


一 、 生 物 膜 的 化 学 组 成 

从 化 学 组 成 上 来 看 ,生物 膜 主要 是 由 两 性 脂 和 蛋白 质 组 装 成 的 超 分 子 复合 物 , 某 些 生物 膜 还 含有 
糖 类 。 膜 上 各 成 分 的 比例 随 着 膜 的 来 源 和 功能 上 的 不 同 而 有 所 差异 。 在 绝 大 多 数 的 膜 上 ,蛋白 质 和 
旨 质 含量 的 比值 1。 一 个 显著 的 例外 是 人 艇 畏 , 它 位 于 许多 神经 纤维 上 ,充当 生物 电 的 绝缘 体 。 在 某 
些 膜 上 ,蛋白 质 与 脂 质 的 比例 高 达 4:1; 而 在 另外 一 些 膜 上 ,两 者 的 比例 只 有 1:4。 一 般 而 言 , 膜 的 功 
能 越 复杂 ,其 蛋白 质 含量 就 越 高 。 在 膜 上 ,游离 的 糖分 子 极为 少见 ,它们 通常 与 脂 质 和 和 蛋白质 以 共 价 
键 结合 而 构成 糖 脂 和 糖 蛋白 。 

(一 ) 膜 脂 

构成 生物 膜 的 脂 主 要 包括 磷脂 、 糖 脂 和 胆固醇 三 类 ,它们 都 是 两 性 脂 , 其 中 磷脂 的 含量 最 高 。 胆 
固 醇 主 要 存在 于 动物 细胞 的 质 膜 以 及 除了 线粒体 内 膜 以 外 的 细胞 器 膜 上 。 原 核 细 胞 的 质 膜 上 一 般 
没有 胆固醇 ,支原体 是 一 个 例外 。 植 物 细胞 的 膜 上 含有 大 量 的 植物 固 醇 (phytosterol), 如 菜油 固 醇 
(campesteroD)、 谷 固 醇和 豆 固 醇 ,只 有 少量 的 胆固醇 。 真 菌 的 膜 上 无 胆固醇 ,但 含有 结构 与 胆固醇 相似 
的 麦角 固 醇 。 某 些 抗 真 菌 的 药物 ,如 制 霉菌 素 (nystatin) 和 两 性 霉 素 B (amphotericin B) 之 所 以 能 够 杀 
死 真菌 而 对 人 体 基本 无 害 , 是 因为 它们 能 够 特异 性 地 与 真菌 细胞 膜 上 的 麦角 固 醇 结合 ,然后 在 膜 上 形 
成 小 孔 ,导致 K* 等 发 生 油 漏 。 

(二 ) 膜 蛋 白 

膜 蛋白 是 生物 膜 的 又 一 重要 成 分 ,与 
生物 膜 的 功能 直接 相关 ,包括 定位 于 膜 上 细胞质 膜 外 侧 
的 酶 . 受 体 、 离 子 通道 .转运 蛋白 、 结 构 蛋 
白 、 抗 原 和 电子 传递 体 等 。 这 些 蛋 白质 在 n 人 全 
结构 上 差异 很 大 ,因此 很 难 用 一 个 通用 的 一 NWNN 
模型 来 概括 它们 的 结构 特征 ,但 根据 它们 
在 膜 上 的 性 质 , 可 分 成 外 周 蛋白 (peripheral 
protein) 内 在 蛋白 (intrinsic protein) 和 脂 锚 
定 蛋 白 (Hpiaanthonea proteiaj (图 16-13) “全 16-13 肢 本 和 的 分 类 (以 细胞 质 研 为 全 

1. 外 周 蛋 白 

也 称 作 外 在 蛋白 (extrinsic protein), 分布 在 膜 的 表面 ,在 三 维 结构 上 与 球状 蛋白 质 很 相似 ,有 的 通 
过 离子 键 或 氧 键 与 膜 表 面 的 亲 水 头 部 ,或 者 与 膜 内 在 蛋白 暴露 在 外 的 部 分 松散 结合 ,有 的 则 通过 自身 
的 一 个 疏水 的 小 环 插 和 人 到 膜 内 。 一 般 使 用 高 盐 或 高 pH 溶液 很 容易 将 它们 从 膜 上 除去 。 例 如 ,细胞 色 
素 。 就 是 线粒体 内 膜 上 的 一 种 外 周 蛋白 (参看 第 二 十 章 “ 生 物 氧 化 ”)。 

2. 内 在 蛋白 

也 称 整 合 蛋白 (integral protein), 与 膜 脂 一 样 ,也 属于 两 性 分 子 ,但 与 膜 脂 不 同 的 是 ,其 亲 水 区 和 政 
水 区 主要 分 别 由 亲 水 氨基 酸 残 基 和 玻 水 氨基 酸 残 基 的 R 基 团 提供 。 在 生物 膜 上 ,内 在 蛋白 的 疏水 区 
域 与 膜 内 的 朴 水 核心 通过 朴 水 键 紧 密 结合 ,而 亲 水 区 则 伸展 在 水 相 之 中 ,或 者 在 膜 内 形成 亲 水 性 通 
道 。 内 在 蛋白 与 膜 脂 的 这 种 紧密 结合 ,使 得 它们 很 难 与 生物 膜 分 离 ,只 有 使 用 对 膜 具 破坏 性 的 试剂 (如 
有 机 溶剂 或 去 污 剂 ) 才 能 将 它们 与 膜 脂 分 开 。 此 外 , 绝 大 多 数 内 在 蛋白 含有 一 个 或 几 个 跨 膜 的 肽 段 (如 
与 G 蛋白 偶 联 的 受 体 蛋白 具有 7 次 跨 膜 的 结构 )。 由 于 a 螺旋 能 最 大 限度 地 降低 肽 键 本 身 的 亲 水 性 
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质 , 且 在 朴 水 环境 中 更 加 稳定 ,因此 这 些 跨 膜 的 肽 段 主 要 是 由 玻 水 的 a 螺旋 构成 。 但 也 有 和 蛋白 质 通过 
B 桶 结构 跨 膜 ( 参 看 第 二 章 “和 蛋白 质 的 结构 ”)。 

3. 脂 锚 定 和 蛋白 

这 类 膜 蛋 白 通过 共 价 相连 的 脂 质 固定 到 质 膜 上 ,虽然 并 不 含有 跨 膜 的 肽 段 ,但 通过 共 价 结合 的 脂 
与 膜 牢固 地 结合 。 它 们 仿佛 是 停泊 在 岸 边 的 小 船 ,河岸 就 像 细胞 质 膜 , 锚 就 像 脂 质 , 船 就 像 是 蛋白 
而 河流 就 像 是 细胞 质 基质 。 脂 锁定 蛋白 有 4 类 : 

(1) 第 一 类 通过 N 端 Gly 残 基 的 氨基 与 脂肪 酸 ( 主 要 是 豆 荡 酸 或 软 脂 酸 ) 的 羧基 形成 酰胺 键 ,然后 
通过 玻 水 的 脂 酰 基 与 膜 脂 玻 水 核心 的 结合 而 锚 定 在 细胞 质 膜 上 。 

(2) 第 二 类 通过 硫 酯 键 (Cys 的 琉 基 参与 ) 或 酯 键 (Ser 和 Thr 的 羟基 参与 ) 与 脂 酰 基 相 连 , 然 后 同 

样 通过 玻 水 的 脂 酰 基 与 膜 脂 玻 水 核心 的 结合 ,而 锚 定 在 细胞 质 膜 上 (图 16-14)。 
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全 16-14 通过 酰胺 键 或 酯 键 相 连 的 脂 错 定 蛋白 


(3) 第 三 类 是 通过 硫 醚 键 相 连 的 异 戊 二 烯 化 蛋白 (prenylated protein)。 这 类 脂 锚 定 蛋白 含有 若 
干 个 与 Cys 残 基 的 琉 基 共 价 相连 的 异 戊 二 烯 基 团 ,通过 下 水 性 的 异 成 二 烯 基 团 插入 到 脂 双 层 的 内 
部 而 锚 定 在 膜 上 (图 16-15)。 蜡 成 二 烯 基 团 是 通过 法 尼 基 化 (farnesylation) 或 入 牛 儿 和 怕 牛 儿 基 化 
(geranylgeranylation) 反应 引入 的 (参看 第 三 十 章 “ 胆 固 醇 代 谢 ”)。 异 戊 二 烯 基 团 总 是 连接 在 CAAX 序 
列 之 中 的 Cys 残 基 上 (C=Cys,A=aliphatic (脂肪 族 氨基 酸 残 基 ),X= 任何 残 基 )。 

参与 受 体 酷 氨 酸 激酶 信号 转 导 通路 的 关键 成 分 一 Ras 蛋白 ,就 是 通过 这 种 方式 锚 定 在 细胞 质 膜 
内 侧 的 。 已 发 现 约 1/3 的 癌症 与 Ras 蛋白 的 突变 有 关联 ,因此 科学 家 在 考虑 使 用 催化 Ras 蛋白 发 生 法 
尼 基 化 的 法 尼 基 转移 酶 的 抑制 剂 来 治疗 癌症 。 

(4) 最 后 一 类 称 为 糖 基础 脂 酰 肌 醇 (gycosylphosphatidyl inositol,GPI) 锚 定 蛋白 ,其 C 端的 氨基 酸 
残 基 与 磷酸 化 的 乙醇 胺 相连 ,后 者 再 与 膜 上 糖 基 化 的 磷脂 酰 肌 醇 共 价 相连 (图 16-16)。 这 一 类 脂 锚 
定 蛋 白 主 要 存在 于 动物 细胞 。 许 多 动物 细胞 表面 的 抗原 和 黏附 分 子 通过 这 种 方式 固定 到 质 膜 上 。 


二 、 生 物 膜 的 基本 结构 与 性 质 

生物 膜 的 基本 结构 是 由 膜 脂 和 膜 蛋 白 的 基本 性 质 决定 的 ,其 最 基本 的 结构 骨架 是 双 层 的 膜 脂 分 
子 ,简称 脂 双 层 结构 (图 16-17)。 

(一 ) 脂 双 层 结构 

膜 脂 的 两 性 性 质 使 得 它们 在 水 相 中 能 自发 地 形成 4 种 在 热力 学 上 稳定 的 结构 , 即 平面 脂 单 层 . 胶 如 果 将 磷脂 分 子 
束 微粒 (micelle), 平 面 脂 双 层 和 封闭 的 脂 双 层 结构 (图 16-18)。 在 这 几 种 结构 中 , 膜 脂 分 子 的 玻 水 尾 。 入 和 老人 基 二 
部 通过 朴 水 键 和 范 德 华 力 紧密 结合 在 一 起 ,以 尽量 避免 与 水 分 子 接触 ,而 亲 水 的 头 部 则 暴露 在 水 相 之 。 膜 结 构 ? 
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四 16- 15“ 异 戊 二 烯 化 脂 错 定 蛋白 伟 16-16 GPI 锚 定 蛋白 的 结 
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16-18 ” 膜 脂 在 水 相 中 自 组 装 形成 的 几 种 结 

中 。 其 中 封闭 型 的 脂 双 层 结构 称 为 脂 质 体 (liposome), 这 种 结构 将 玻 水 尾巴 隐藏 得 最 好 ,因此 是 最 稳定 
的 。1925 年 由 荷兰 科学 家 E. Gorter 和 下 . Grendel 最 早 提出 的 生物 膜 结 构 模 型 即 是 这 种 脂 双 层 结构 ， 
该 模型 可 以 解释 生物 膜 许 多 重要 的 现象 。 

强 哮 热 古 菌 的 细胞 膜 在 某 些 区 域 为 脂 单 层 结构 
构成 这 一 部 分 的 磷脂 为 二 甘油 四 醚 ,其 厚度 相当 于 两 
层 的 甘油 二 醚 (图 16-19)。 

(二 ) 生物 膜 的 结构 模型 
， 目前 最 能 反映 生物 膜 化 学 结构 和 生物 学 功能 的 

带 有 内 在 蛋白 的 单 层 脂 膜 ”结构 模型 是 流动 镶嵌 模型 (fluid mosaic model) (图 16- 
16_19 强 嗜 热点 菌 的 膜 。 20), 它 由 S. Jonathan Singer 和 Garth Nicholson 于 1972 
拓 机 年 提出 。 该 模型 的 主要 内 容 是 :生物 膜 以 具有 流动 性 

的 二 维 脂 双 层 作为 基本 骨架 ,在 上 面 灸 具 着 各 种 蛋白 ea comomomum 
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质 ,这 些 蛋白 质 有 的 分 布 在 表面 ,有 的 横 跨 整 个 脂 双 层 , 相 对 自由 地 浮动 "在 脂 双 层 骨 架 上 。 在 这 里 ， 
可 以 将 脂 双 层 比 作 海 洋 , 膜 蛋白 比 作 冰山 , 膜 脂 与 膜 蛋 白 的 关系 就 像 是 海洋 和 冰山 。 


框 16-2 ”生化 动态 一 脂 质 体 的 应 用 

旨 质 体 是 一 种 由 磷脂 双 分 子 层 包 被 的 囊 泡 状 结构 ,最 早 由 Alec Bangham 于 1961 年 发 现 。 当 他 将 磷 
脂 和 水 混合 以 后 ,施加 超声 波 处 理 , 脂 质 体 便 会 自发 地 形成 。 自 那 以 后 , 脂 质 体 不 但 作为 一 种 简单 的 膜 系 
统 ,用 于 研究 膜 的 各 种 功能 ,而 且 已 成 为 运转 多 种 药物 的 高 效 输送 系统 一 从 抗 肿瘤 和 抗 病毒 药物 ,到 治 
疗 脱发 的 药物 。 

如 果 将 药物 与 磷脂 溶 荒 放 在 一 起 , 脂 质 体 在 形成 过 程 中 就 可 以 把 药物 包 被 在 里 面 。 这 些 脂 质 体 可 
静脉 注射 或 直接 用 于 身体 表面 。 若 在 脂 质 体 表 面 引 人 亲 水 性 分 子 , 可 增加 它们 在 血 流 中 存留 的 时 间 。 
为 了 增加 脂 质 体 作用 的 特异 性 ,还 可 在 脂 质 体 的 表面 引信 导向 性 分 子 , 如 对 特定 癌 细 胞 特异 性 的 抗体 。 
这 样 的 脂 质 体 引 入 到 体内 ,只 会 定向 地 将 药物 输送 到 特定 细胞 , 可 避免 其 误伤 正常 健康 的 细胞 。 脂 质 体 
还 可 应 用 于 化 妆 品 ,将 维生素 .中 草药 剂 或 其 他 营养 元 素 包装 到 脂 质 体 中 。 当 用 到 皮肤 上 时 , 脂 质 体 很 
容易 通过 外 层 的 死 皮 ,与 内 层 活 的 皮肤 细胞 融合 ,从 而 将 有 效 成 分 输送 到 皮肤 细胞 内 。 


流动 镶 伐 模型 虽然 有 许多 实验 证 据 支持 ,但 它 描绘 的 生物 膜 仍 然 是 一 种 相对 静止 的 结构 ,而 生物 
膜 真 实 的 结构 更 为 复杂 和 更 具 动 态 。 

(三 ) 生物 膜 的 基本 性 质 

通过 对 各 种 天 然 生物 膜 和 人 工 膜 的 研究 ,发 现 生 物 膜 至 少 具 有 以 下 几 个 基本 的 性 质 : 

1. 不 对 称 性 

生物 膜 的 不 对 称 性 包含 了 结构 的 不 对 称 性 和 功能 的 不 对 称 性 ,前 者 又 分 为 膜 脂 的 不 对 称 性 和 膜 
蛋白 的 不 对 称 性 ,而 正 是 结构 的 不 对 称 性 决定 了 功能 的 不 对 称 性 。 

膜 脂 的 不 对 称 性 是 指 不 同 的 膜 脂 在 脂 双 层 内 外 两 层 中 的 差异 分 布 。 例 如 ,含有 胆 碱 的 磷脂 (磷脂 
酰 胆 碱 和 辅 磷脂 ) 主要 分 布 在 脂 双 层 的 外 层 , 它 们 在 生理 pH 下 不 带 有 净 电 荷 ,因而 不 会 相互 排斥 。 而 
氨基 础 脂 (磷脂 酰 丝氨酸 和 磷脂 酰 乙醇 胺 ) 主要 分 布 在 内 层 , 由 于 磷脂 酰 丝氨酸 带 有 净 负 电荷 ,从 而 使 
得 质 膜 的 内 面 带 负电 荷 。 然 而 ,细胞 一 旦 发 生 凋 亡 ,磷脂 酰 丝氨酸 就 会 开始 从 膜 的 内 层 迁 移 到 外 层 。 
磷脂 酰 丝 氨 酸 的 外 移 也 因此 经 常 作为 检测 细胞 发 生 凋 亡 的 早期 信号 。 再 如 ,在 动物 细胞 膜 上 ,外 层 的 
胆固醇 含量 高 于 内 层 。 关 于 膜 脂 不 对 称 性 形成 的 机 理 尚 不 十 分 清楚 ,但 已 发 现 一 种 叫 翻转 酶 (位 ppase) 
的 蛋白 质 可 能 在 其 中 起 一 定 作 用 。 如 图 16-21 所 示 , 当 一 个 脂 分 子 扩散 到 翻转 酶 的 时 候 , 翻转 酶 可 催 
化 它 转移 到 膜 的 另 一 层 。 有 两 类 翻转 酶 :一 类 被 动 地 作用 ,不 需要 能 量 ; 另 一 类 主动 作用 ,需要 ATP 水 
解 提供 能 量 。 显 然 ,只 有 起 主动 作用 的 翻转 酶 才 可 导致 膜 脂 的 不 对 称 性 。 

膜 脂 的 不 对 称 性 在 功能 上 十 分 重要 ,特别 是 对 于 细胞 的 某 些 信 号 通路 。 例 如 ,作为 第 二 信使 (二 
酰 甘 油 和 1,4,5- 三 磷酸 肌 醇 ) 前 体 的 磷脂 酰 肌 醇 主要 位 于 质 膜 内 层 (参看 第 十 七 章 “激素 及 其 受 体 介 
导 的 信号 转 导 ”)。 

膜 蛋白 在 脂 双 层 上 分 布 的 不 对 称 性 主要 反映 在 :有 的 外 周 蛋白 只 附着 在 外 层 的 表面 ,而 有 的 正好 
相反 ; 脂 锚 定 蛋白 与 外 周 蛋白 的 情形 差不多 ;内 在 蛋白 也 一 样 ,有 的 插 在 外 层 , 有 的 只 插 在 内 层 , 有 的 
虽然 横 跨 内 外 两 层 ,但 是 相连 的 窒 糖 链 只 存在 于 膜 的 外 侧 。 膜 蛋白 分 布 的 不 对 称 性 对 于 生物 膜 的 正 
常生 理 功 能 是 极为 重要 的 。 例 如 , 跨 膜 转运 中 , 质 膜 受 体 上 与 配 体 结合 的 部 位 面向 胞 外 才 有 效 。 至 于 
膜 蛋白 在 膜 上 不 对 称 性 的 建立 ,与 膜 蛋 白 在 细胞 内 合成 以 后 所 带 有 的 信号 序列 以 及 胞 内 的 定向 、 分 扰 
机 制 有 关 (参看 第 四 十 章 “和 蛋白质 的 翻译 后 加 工 及 其 定向 和 分 拣 ” )。 

2. 流动 性 

生物 膜 的 流动 性 是 指 生 物 膜 各 组 分 所 作 的 各 种 形式 的 运动 ,其 中 膜 脂 的 流动 性 (fluidity) 更 强 。 





搬 分 子 扩散 
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16-21 ”翻转 酶 的 作用 模型 
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膜 脂 分 子 能 做 的 运动 包括 侧 向 扩散 ` 转 动 , 头 部 的 伸缩 和 上 下 翻转 等 (图 16-22)。 其 中 上 下 翻转 需要 
磷脂 分 子 的 亲 水 头 部 穿 过 朴 水 核心 ,这 在 热力 学 上 是 不 利 的 ,因此 发 生 的 频率 较 低 。 

膜 脂 的 流动 性 与 膜 所 处 的 温度 、 脂 酰基 的 碳 链 长 度 和 不 侈 和 性 ,以 及 胆固醇 的 含量 有 关 。 温 度 越 
高 , 膜 的 流动 性 越 强 。 饱 和 的 碳 氧 链 使 疏水 尾巴 能 更 紧密 有 序 地 聚集 在 一 起 ,从 而 导致 范 德 华 力 增强 。 
较 长 的 碳 氢 链 有 类 似 的 效果 。 而 不 侈 和 的 碳 氢 链 含 有 顺 式 的 双 键 ,这 种 双 键 将 剧烈 的 弯曲 引入 到 朴 
水 尾巴 上 ,不 利于 朴 水 尾巴 之 间 紧 密 有 序 的 聚集 。 因 此 , 脂 酰基 的 碳 链 越 短 ,不 侈 和 度 越 高 , 膜 的 流动 
性 就 越 强 。 

然而 ,胆固醇 作为 一 种 在 结构 上 十 分 特别 的 膜 脂 , 对 生物 膜 的 流动 性 有 双 面 影响 (图 16-23): 在 
膜 的 流动 性 较 强 的 时 候 ,其 特殊 的 环 结构 使 其 能 够 “ 见 甸 插 针 ” ,填充 在 不 侈 和 碳 氢 链 因 索 曲 产生 的 
钾 隙 之 中 , 像 胶水 一 样 , 加 强 琉 水 尾巴 之 间 的 范 德 华 力 ,这 时 候 的 胆固醇 使 得 膜 的 流动 性 降低 ;相反 ， 
如 果 膜 的 流动 性 不 高 ,其 刚性 的 环 结构 就 夹杂 在 饱和 的 碳 氢 链 之 间 , 不 利于 下 水 尾巴 之 间 紧 密 有 序 
的 聚集 ,这 时 候 它 反而 能 够 提高 膜 的 流动 性 。 正 因为 如 此 ,有 人 将 胆固醇 称 为 动物 细胞 膜 流动 性 的 
缓冲 剂 。 


膜 脂 头 部 
的 伸缩 运动 Am 
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转 16- 22 膜 脂 的 各 种 运动 


虽然 绝 大 多 数 原核 细胞 和 植物 细胞 的 细胞 膜 上 没有 胆 因 本 但 它们 能 够 通过 改变 膜 脂 分 子 中 不 
饱和 脂肪 酸 和 短 链 脂肪 酸 的 比例 来 调节 膜 的 流动 性 。 例 如 ,温度 的 下 降 让 微 球 菌 Wicrococecus) 用 更 多 
的 十 六 碳 脂肪 酸 取代 原来 磷脂 分 子 中 的 十 八 碳 脂 肪 酸 。 再 如 ,降低 大 肠 杆菌 的 培养 温度 ,就 很 快 发 现 
其 膜 上 的 不 饱和 脂肪 酸 的 比例 开始 上 升 。 在 环境 温度 下 降 的 情况 下 ,大 肠 杆菌 质 膜 上 不 饱 和 脂肪 酸 
的 含量 上 升 ,是 因为 温度 的 下 降 诱导 了 其 胞 内 负责 在 脂肪 酸 分子 上 引入 双 键 的 去 亿 和 酶 (desaturase) 
的 基因 表达 。 与 大 肠 杆 菌 相 似 ,酵母 和 植物 也 是 通过 改变 膜 上 不 饱和 脂肪 酸 的 比例 来 抵抗 温度 变化 
对 膜 流动 性 的 影响 的 。 但 差别 在 于 ,温度 下 降 并 不 能 提高 它们 体内 的 去 饱和 酶 基因 的 表达 ,而 是 增加 
了 去 饱和 酶 的 底 物 之 一 一 一 氧气 的 溶解 性 ,从 而 使 去 人 饱和 酶 的 活性 增强 。 

为 有 胆固醇 对 膜 流 动 性 的 缓冲 作用 , 且 高 等 动物 体温 恒定 ,因此 绝 大 多 数 高 等 动物 细胞 质 膜 上 
脂肪 酸 碳 链 的 长 度 和 不 饱和 度 相 对 稳定 。 不 过 ,驯鹿 这 种 动物 非常 有 趣 ! 有 研究 表明 , 越 靠 近 蹄 子 部 
位 的 细胞 , 越 接近 冰冷 的 雪 地 ,温度 就 越 低 , 膜 上 的 不 人 也 和 脂肪 酸 和 短 链 脂肪 酸 的 含量 就 越 高 ! 

膜 蛋 白 的 流动 性 主要 有 两 种 形式 :一 种 是 沿 着 与 膜 平 面 垂直 的 轴 做 旋转 运动 ,如 位 于 嗜 盐 菌 质 膜 
上 的 菌 紫 质 ; 另 一 种 是 沿 着 膜 表 面 做 侧 向 扩散 运动 ,这 是 绝 大 多 数 膜 蛋白 运动 采取 的 方式 。 这 种 侧 向 
扩散 在 多 数 情况 下 是 随意 和 无 序 的 。 然 而 , 某 些 膜 蛋 白 并 非 随意 扩散 ,而 是 集中 到 细胞 膜 的 某 一 固定 
区 域 , 例 如 ,许多 受 体 蛋 白 在 结合 配 体 以 后 ,会 聚合 在 细胞 膜 某 一 特定 区 域 。 

流动 性 对 生物 膜 的 功能 具有 深刻 的 影响 。 比 如 , 随 着 膜 的 流动 性 增强 , 膜 对 水 和 其 他 亲 水 性 小 分 
子 的 通 透 性 就 会 增加 。 再 如 ,许多 生长 因子 在 与 膜 上 的 受 体 结合 以 后 ,能 够 提高 质 膜 在 局 部 的 流动 性 ， 
从 而 有 助 于 受 体 之 间 形 成 二 聚 体 ,而 受 体 的 二 聚 化 对 于 随后 的 信号 转 导 至 关 重 要 。 





3. 生物 膜 的 相 变 和 分 相 

相 变 和 分 相 与 膜 的 流动 性 有 密切 的 关系 ,是 生物 膜 结构 的 又 一 重要 特征 。 在 比较 低 的 温度 
下 , 膜 脂 分 子 上 的 脂 酰 基 链 呈 高 度 有 序 的 排列 ,这 种 有 序 排列 导致 生物 膜 处 于 一 种 类 似 固 体 或 
晶体 的 状态 。 但 随 着 温度 的 升 高 , 膜 脂 上 的 脂 酰 基 从 有 序 状 变 为 无 序 ,原先 处 于 固态 的 膜 脂 逐渐 转 
变 为 流体 态 或 液晶 态 。 生 物 膜 这 种 从 固态 转变 为 液态 的 过 程 被 称 为 相 变 。 发 生 相 变 时 的 温度 被 称 
为 相 变 温度 (transition temperature)。 脂 酰基 链 越 长 .饱和 度 越 高 ,生物 膜 的 相 变 温度 就 越 高 。 在 生 
理 温度 下 , 膜 脂 双 分 子 层 中 相当 一 部 分 表现 为 流体 态 或 液晶 态 ,而 另 一 部 分 则 表现 为 固体 态 或 结晶 
态 , 生 物 膜 的 这 种 性 质 被 称 为 分 相 (图 16-24)。 

膜 脂 的 相 变 有 可 能 影响 到 膜 蛋 白 的 功能 。 如 果 一 种 内 在 蛋白 的 活性 中 心 位 于 它 的 亲 水 区 域 , 相 
变 对 该 蛋白 质 的 功能 影响 就 不 大 。 但 是 ,如 果 这 种 内 在 蛋白 是 一 种 跨 膜 的 转运 蛋白 或 受 体 蛋 白 , 膜 脂 
的 相 变 就 可 直接 影响 到 它 的 转运 速率 或 与 激素 之 间 的 亲 和 性 。 胰 岛 素 受 体 就 是 一 例 , 随 着 膜 脂 中 不 
饱和 脂肪 酸 比例 的 增加 (通过 将 细胞 放 在 富 含 不 饱和 脂肪 酸 的 培养 基 上 进行 培养 而 实现 ), 受 体 与 胰岛 
素 的 亲和力 逐步 增 大 。 

同一 个 膜 的 不 同 区 域 的 相 变 温度 可 因为 局 部 的 膜 脂 成 分 不 同 而 有 所 不 同 。 例 如 ,有 一 种 叫 脂 第 
(lipid rafb 的 结构 ,是 质 膜 上 富 含 胆固醇 和 鞘 磷 脂 的 微 结 构 域 (microdomain)。 这 种 膜 结构 的 相 变温 度 
要 高 于 膜 的 其 他 部 分 ,其 存在 具有 特殊 的 生物 学 功能 。 


第 三 节 ”物质 的 跨 膜 转运 


细胞 要 生存 和 繁殖 ,就 需要 及 时 不断 地 从 周围 环境 中 得 到 营养 物质 ,与 此 同时 还 需要 及 时 清除 
细胞 内 的 代谢 废物 。 可 是 ,所 有 物质 进出 细胞 或 细胞 器 都 需要 通过 生物 膜 屏障 ,那么 物质 是 怎样 进出 
细胞 的 呢 ? 

对 于 离子 与 小 分 子 物 质 而 言 ,物质 的 跨 膜 转 运 可 分 为 两 种 形式 :一 种 是 被 动 转运 (passive transport)， 
另 一 种 是 主动 转运 (active transport)。 两 者 的 差别 一 方面 是 转运 的 方向 ,是 道 浓度 梯度 还 是 顺 浓 度 梯 度 ， 
另外 一 方面 是 表现 在 转运 过 程 中 对 能 量 的 依赖 性 。 在 被 动 转运 的 时 候 , 被 转运 的 物质 从 浓度 高 的 一 
侧 向 浓度 低 的 一 侧 转移 ,此 过 程 在 热力 学 上 是 有 利 的 ,不 需要 消耗 能 量 ; 而 主动 转运 则 是 逆 浓 度 梯 度 
进行 的 ,需要 提供 能 量 , 以 克服 能 障 。 存 在 于 细胞 膜 上 的 各 种 转运 系统 参见 表 16-2 和 图 16-25。 


mm 表 16-2 跨 膜 转运 的 几 种 方式 的 比较 








转运 方式 载体 蛋白 饱和 动力 学 转运 方向 能 是 消 帮 
简单 扩散 无 无 顺 浓度 梯度 无 
通道 或 孔 有 无 顺 浓度 梯度 无 
易 化 扩散 有 是 顺 浓度 梯度 无 
初级 主动 转运 有 是 逆 浓 度 梯度 直接 消耗 ,通常 是 ATP 的 水 解 
次 级 主动 转运 有 是 逆 浓 度 梯度 间接 消耗 ,为 离子 梯度 


被 动 转运 又 分 为 简单 扩散 (simple diffusion) 和 易 化 扩散 (facilitated diffusion), 两 者 的 差别 在 于 后 
者 需要 和 蛋白质 的 主动 参与 。 非 极 性 的 小 分 子 和 不 带电 荷 的 极 性 小 分 子 , 例 如 各 种 气体 (0,、N:、CH: 和 
NO 等 ), 脂 溶性 激素 、 脂 溶性 维生素 和 乙醇 ,很 容易 通过 简单 扩散 的 方式 进出 细胞 或 细胞 器 ,而 离子 和 
较 大 的 极 性 分 子 , 如 Na 和 和 葡萄糖 ,需要 在 由 膜 蛋白 形成 的 通道 (channel) 和 转运 蛋白 (transporter) 的 
帮助 下 ,通过 通道 运输 或 易 化 扩散 才能 出 人 细胞 或 细胞 器 。 如 果 一 种 分 子 或 离子 通过 由 某 些 蛋白 质 
形成 的 跨 膜 通道 或 孔 进 行 转运 ,这 就 是 通道 运输 。 通 道 运输 与 简单 扩散 十 分 相似 。 例 如 水 通过 单纯 
的 脂 双 层 膜 是 比较 慢 的 ,但 水 孔 蛋 白 (水 通道 蛋白 ;aquaporin,AQP) 则 让 水 分 子 以 更 快 的 速率 (每 秒 钟 





液晶 状 


16-24。 膜 脂 的 相 变 


脂 徐 概况 


尔 认 为 葡萄 糖 在 肾 
小 管 的 重 吸 收 是 以 什么 机 制 
进行 的 ? 为 什么 高 血糖 会 导 
致 糖尿 ? 


EGG 简单 扩散 和 易 化 
扩散 
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如 果 人 为 地 让 一 
企 细 胞 内 的 Na 浓度 高 于 细 
胞 外 ,那么 Na'* 通过 NaVK” 
泵 离开 细胞 还 需要 消耗 ATP 
吗 ? 为 什么 ? 


主动 转运 
内 香 与 胞 吐 
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10?~10"7 个 水 分 子 通过 ) 进出 细胞 。 有 的 通道 一 直 
处 于 开放 状态 ,如 钾 泄 漏 通道 ;有 的 通道 则 受到 严格 通道 蛋白 载体 蛋白 o88 


的 调控, 平时 处 于 关闭 状态 , 仅 在 细胞 需要 的 时 候 才 人 ?AN 5 
会 “ 开 闸 放流 "。 这 些 通道 有 的 需要 特殊 的 配 体 (如 Ni ， [ 
乙酰 胆 碱 和 cCMP) 结合 才能 开放 ,有 的 受 膜 电位 的 
控制 ,有 的 受 机 械 力 (摩擦 力 \ 压 力 \ 牵 拉力 \ 重 力 或 简 理 洒 节 号 化 扩散 表 动 老 二 
剪 切 力 等 ) 控 制 ,有 的 受 磷酸 化 控制 (参看 第 十 七 章 一 E 
“激素 及 其 受 体 介 导 的 信号 转 导 " )。 例 如 ,植物 细胞 
的 水 通道 蛋白 比 动物 多 了 一 个 肽 环 ,在 干旱 和 水 小 
的 时 候 , 这 个 肽 环 像 一 个 塞 子 一 样 ,可 以 通过 构象 的 变化 堵 住 通道 。 在 干旱 的 时 候 ,通道 因为 两 个 保 
守 的 丝氨酸 残 基 发 生 脱 酸 化 而 关闭 。 而 在 水 小 的 时 候 ,氧气 的 缺乏 导致 细胞 质 基质 的 pH 下 降 ,也 促 
使 通道 上 一个 关键 的 组 氨 酸 残 基因 质子 化 而 关闭 。 两 种 情况 都 是 环境 因素 的 变化 而 诱发 看 白质 的 构象 
发 生变 化 ,而 构象 变化 促使 肽 环 移 至 通道 口 并 堵 住 通道 。 

主动 转运 是 一 种 直接 依赖 于 能 量 并 且 逆 浓度 梯度 进行 的 转运 方式 。 能 量 的 来 源 可 能 直接 偶 联 于 
ATP 的 水 解 ,或 者 偶 联 于 某 一 离子 顺 浓度 梯度 的 转移 。 其 中 ,直接 偶 联 于 ATP 水 解 的 主动 转运 方式 被 
称 为 初级 主动 转运 (primary active transporD), 而 偶 联 于 某 一 离子 顺 浓度 梯度 转移 的 主动 转运 方式 被 称 
为 次 级 主动 转运 (secondary active transpor)。 主 动 转运 可 导致 种 物质 在 膜 _ 侧 的 积累 ,因此 对 细胞 
的 生命 活动 具有 特别 重要 的 意义 。 

生物 大 分 子 的 跨 膜 转 运 采取 与 小 分 子 物 质 完全 不 同 的 策略 ,进入 细胞 通过 内 春 (endocytosis) 或 
胞 春 , 离 开 细胞 则 通过 胞 吐 (exocytosis)。 其 中 内 春 的 基本 过 程 是 :局 部 细胞 膜 内 陷 _ 包 被 附近 的 大 分 
子 -, 形 成 小 泡 可 泡 脱离 细胞 膜 , 进 入 胞 内 _ 囊 泡 与 细胞 内 膜 融合 (通常 是 深 酶 体 ), 将 内 容 物 转运 
到 目的 地 。 完 成 内 春 一 般 需要 消耗 能 量 , 还 需要 细胞 质 基质 中 的 钙 离子 以 及 细胞 内 运动 系统 的 协助 。 


图 1 围 16-25 “生物 膜 的 转运 系统 


科学 故事 一 一 水 孔 蛋 和 白 的 发 现 

生命 系统 约 70% 由 水 组 成 ,所 有 生物 都 需要 水 进出 细胞 。 科 学 家 很 早 就 知道 水 分 子 除了 能 够 以 简单 
扩散 的 手段 通过 细胞 膜 以 外 ,还 应 该 存在 其 他 的 机 制 ,因为 许多 细胞 对 水 的 通 透 性 要 比 简单 扩散 快 得 多 ， 
而 且 如 果 水 仅仅 通过 被 动 转运 机 制 进出 细胞 ,那么 渗透 压 很 容易 导致 细胞 破裂 或 者 细胞 脱水 (取决 于 细胞 
膜 内 外 的 盐 沪 度 )。 但 这 种 机 制 究竟 是 什么 却 一 直 悬 而 未 决 ,直到 约翰 ' 霍 普 金 斯 大 学 的 Peter Agre 在 细胞 
膜 上 发 现 了 水 孔 蛋 白 。 

水 孔 蛋白 发 现 的 故事 再 次 验证 了 “运气 只 会 眷顾 那些 有 准备 的 人 ”这 人 句 至 理 名 言 。 

在 20 世纪 80 年 代 中 期 ,Agre 及 其 同事 在 红细胞 膜 上 寻找 作为 Rh 因子 一 部 分 的 蛋白 质 ,偶然 得 到 
一 种 含量 丰富 非常 小 的 蛋白 质 “不 速 之 客 "。 他 们 很 快 分 离 到 这 种 蛋白 质 , 并 将 它 命名 为 CHIP28 ,而 且 
发 现 它 也 存在 于 肾 细 胞 的 质 膜 上 。 很 快 ,他 们 用 了 不 到 一 年 的 时 间 测 定 出 它 的 氨基 酸 序列 并 克隆 到 其 
cDNA。 孝 虑 到 这 种 蛋白 质 也 存在 于 与 水 代谢 密切 相关 的 肾 细胞 的 质 膜 上 ,于 是 他 们 就 想 :也 许 它 就 是 组 
成 水 通道 的 蛋白 质 ! 

为 了 证 明 这 种 推测 , 他 们 构建 了 CHIP28 表达 质粒 ,随后 ,把 构建 好 的 质粒 显 微 注射 到 非洲 爪 蟾 
(Xenopus 1aevis) 的 卵 里 进行 表达 。 当 他 们 将 含有 CHIP26 表达 质粒 的 久 放 到 低 渗 介质 中 以 后 ,发 现 细胞 迅 
速 发 生 膨胀 ,而 没有 CHIP26 表达 质粒 的 卵 形状 没有 变化 (图 16-26)。 此 外 ,他 们 还 将 CHIP26 重组 到 脂 
质 体 上 ,结果 也 发 现 这 种 人 造 细 胞 也 能 够 从 低 渗 咨 液 中 吸水 膨胀 。 

当 他 们 将 H 尽 与 CHIP26 混在 一 起 的 时 候 , 发 现 Hg 能 使 CHIP26 失 活 ,这 种 结果 解释 了 Hg 能 
够 阻止 水 的 跨 膜 转运 这 个 很 早 就 为 人 所 知 的 现象 。 综 合 以 上 的 实验 结果 ,可 以 毫 不 怀疑 地 认为 ,他 们 发 现 


的 CHIP26 就 是 水 孔 蛋 白 。 
2000 年 ,Agre 和 其 他 几 位 科学 家 得 到 了 红细胞 膜 水 孔 蛋 自 (现在 被 称 为 水 孔 蛋白 -1,AQPD) 的 三 维 
eataana 盾 构 (本 16522) 水 通道 的 三 强 结 机 洛 燃 地 吉明， 
其 肽 链 两 个 部 分 形成 的 半 孔 (hemipore) 组 装 成 
了 一 个 允许 水 分 子 通过 的 通道 。 
水 通道 的 发 现 迎 来 了 对 这 种 存在 于 各 种 生 
物 的 蛋白 质 进行 生化 、 生 理学 和 遗传 学 等 研究 
的 黄金 时 代 , 对 于 它 的 研究 可 以 更 好 地 揭示 生 
命 现 象 ,使 科学 家 能 够 研发 出 一 些 治疗 因 水 通 


0.5 min 1.5 min 2.5 min 3.5 min 





侠 16-26， 表达 与 不 表达 CHIP26 的 非洲 爪 昌 卵 对 水 通 透 ” 道 寞 常 而 导致 的 疾病 。Agre 因此 荣获 2003 年 
尾 隐 过 虽 的 诺 贝 尔 化 学 奖 。 
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16-27 水 孔 蛋白 -1 的 结构 模型 


推荐 网 址 : (GEHS8SB 本 章 小 结 填 填 看 
1. http :Wen.wikipedia.org/wiki/Lipid (维基 百科 有 关 脂 质 的 内 容 ) 
2. http:/Wthemedicalbiochemistrypage.orgylipids.html (完全 免费 的 医学 生物 化 学 课程 网 站 有 关 脂 质 的 内 容 ) 
3. http ://www.sci.sdsu.edu/classes/biology/bio202/TFrey/MembraneStructure.html (美国 圣地 亚 哥 州立 大 学 
一 个 生物 学 网 站 有 关 生 物 膜 结 构 的 内 容 ) 
4. http :人 /www.bms.ed.ac.uk/research/others/smaciverCyto-Topics/lipid_rafts_and_the_cytoskeleton.htm ( 英 
国 爱丁堡 大 学 生物 医学 院 一 个 网 站 有 关 最 新 的 脂 签 结构 的 内 容 ) 
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2. ZajchowskiLD,Robbins S M. Lipid rafts. Eur J Biochem ,269 ,737-752 ,2002. 
3. Cary 工 A,CooperJA. Molecular switches in lipid rafts. Naiure,404:945-947 ,2000. 
4.Walz,et al. The 6A three-dimensional structure of AQP1. Nature ,387 :624--627 ,1997. 
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包 第 十 七 章 激素 及 其 受 体 介 导 的 信号 转 导 


多 细胞 生物 能 够 生存 并 有 效 地 行使 功能 ,组 成 它们 的 细胞 必须 以 协调 的 方式 进行 活动 。 这 种 协 
调 需 要 在 不 同 的 细胞 之 间 进 行 通讯 。 细 胞 通讯 最 简单 .最 直接 的 方式 可 能 是 细胞 之 间 的 直接 接触 ,如 
间隙 连 接 (gap junction)。 而 比较 复杂 的 方式 则 是 通过 特殊 的 化 学 物质 作为 信号 分 子 ,在 不 同 的 细胞 之 
间 进 行 信号 转 导 (signal transduction)。 据 估计 ,人 类 基因 组 约 20% 的 基因 编码 的 蛋白 质 参与 信号 转 导 。 
此 数据 突显 了 信和 号 转 导 的 重要 性 。 能 充当 信号 分 子 的 物质 有 激素 .生长 因子 (growth factor)、 细 胞 因子 
(cytokine) 和 神经 递 质 (neurotransmitter) 等 。 无 论 是 哪 一 种 信号 分 子 ,都 要 先 与 特定 细胞 上 的 专 一 性 受 
体 (receptor) 结合 ,然后 才能 发 挥 作 用 。 

激素 的 功能 主要 包括 对 生长 和 分 化 .生殖 和 发 育 、 内 环境 的 稳定 .代谢 和 营养 供应 等 方面 的 调节 。 
一 个 单一 的 激素 可 能 有 多 种 功能 ,而 一 种 功能 也 可 能 由 几 种 激素 来 调节 。 

本 章 将 主要 介绍 激素 的 一 般 性 质 激素 的 作用 机 理 、 激 素 分 泌 的 调节 和 一 些 常见 激素 的 结构 与 功 
能 ,重点 将 集中 在 激素 的 作用 机 制 。 


第 一 入 激素 的 一 般 性 质 


一 、 激 素 的 定义 

激素 (hormone) 这 个 词 来 源 于 和 希腊 语 hormmao, 本 意 是 兴奋 或 激动 。1905 年 ,Emest Starling 首先 用 它 
来 描述 一 种 由 十 二 指 肠 分 泌 的 化 学 物质 ,该 物质 能 够 刺激 胰腺 分 沁 富 含 碳酸 氢 盐 的 液体 ,因此 后 来 又 被 
命名 为 肠 促 胰 液 素 (secretin)。 经 过 对 肠 促 胰 液 素 的 性 质 及 其 作用 机 制 的 详细 研究 ,Starling 和 Bayliss 在 
当时 为 激素 下 了 一 个 最 经 典 的 定义 , 即 激素 是 由 特定 的 组 织 产 生 并 分 刻 到 血 流 之 中 ,通过 血液 的 转运 到 
达 特 定 的 细胞 .组织 或 器 官 , 而 引发 这 些 细胞 .组织 或 器 官 产 生 特定 的 生理 ,生化 反应 的 一 类 化 学 物质 。 

然而 , 随 着 人 们 对 激素 研究 的 不 断 深入 ,最 初 激素 的 定义 已 经 跟 不 上 时 代 发 展 的 需要 。 因 此 ,现代 
的 激素 定义 被 赋予 了 更 广泛 的 含义 。 现 一 般 认为 ,激素 是 一 类 非 营养 的 、 微 量 就 能 起 作用 的 在 细胞 间 传 
递 信号 的 化 学 物质 。 就 动物 而 言 ,分 沁 激 素 的 细胞 称 为 内 分 泌 细胞 , 受 激素 作用 的 细胞 称 为 靶 细 胞 。 在 
以 上 定义 的 基础 上 ,还 可 以 根据 作用 的 距离 ,将 动物 激素 进一步 分 为 内 分 泌 (endocrine) 激素 、 神 经 内 分 
泌 (neuroendocrine) 激素 、 旁 分 泌 (paracrine) 激素 .自分 这 (autocrine) 激素 和 内 部 分 沁 (intracrine) 激素 , 这 
5 类 激素 的 差别 参见 图 17-1。 其 中 内 分 泌 激素 和 
神经 内 分 泌 激 素 的 作用 距离 最 远 , 且 绝 大 多 数 激 内 部 分 沁 二 自分 泌 
素 属于 这 一 类 ; 旁 分 刻 激 素 只 作用 于 临近 的 细胞 ， 局 部 循环 全 身 循环 


作用 时 间 短 ,例如 前 列 腺 素 、. 阿 片 肽 (opioid peptide) Ne 内 分 沁 
(四 ) 旁人 ES 2 
以 及 一 些 多 肽 生长 因子 ;自分 泌 激素 则 作用 于 原 Ca 


来 分 泌 它 的 细胞 ,如 刺激 了 细胞 分 裂 的 白介素 -2 四 Re 
神经 内 分 泌 细胞 

(interleukin-2)、 某 些 生长 因子 以 及 少数 细胞 癌 基 因 艺 

的 产物 ; 内 部 分 泌 激素 在 细胞 内 合成 以 后 不 需要 分 神经 内 分 小 

沁 到 胞 外 ,而 是 留 在 原来 的 细胞 内 起 作用 。 按 照 更 中 


靶 细 胞 ( 远 ) 
为 广泛 的 激素 定义 ,生长 因子 、 细 胞 因子 和 神经 递 


质 等 许多 重要 的 细胞 间 信号 分 子 都 可 归 为 激素 。 17-1 激素 的 5 种 分 泌 方式 
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二 、 激 素 的 化 学 本 质 、 分 类 和 生物 合成 

激素 的 种 类 繁多 ,彼此 之 间 的 结构 差别 可 能 很 大 ,但 根据 其 来 源 和 化 学 本 质 ,可 将 它们 分 为 肽 类 
或 蛋白 质 激 素 、 固 醇 类 激素 、 氨 基 酸 衍生 物 激素 脂肪酸 衍 生物 激素 等 几 类 。 

肽 类 或 蛋白 质 激素 的 种 类 最 多 ,小 到 仅 由 3 个 氨基 酸 组 成 ,大 到 由 几 百 个 氮 基 酸 组 成 。 

固 醇 类 激素 均 衍 生 于 胆固醇 ,包括 维生素 D 以 及 由 肾上腺 皮质 和 生殖 腺 分 沁 的 皮质 激素 和 性 激 
素 。 所 有 固 醇 类 激素 都 具有 相同 的 核心 环 结构 ,虽然 它们 的 表面 二 维 结构 十 分 相似 ,但 是 各 自 的 侧 链 
和 在 空间 的 取向 却 不 一 样 ,这 就 决定 了 各 种 固 醇 类 激素 作用 的 特异 性 。 

氨基 酸 衍 生物 激素 衍生 于 特定 的 氨基 酸 , 如 Tyr 或 Trp。 衍 生 于 Tyr 的 激素 肾上腺 素 (epinephrine)、 
去 甲 肾上腺 素 (norepinephrine) 和 甲状 腺 素 (thyroid hormone), 衍 生 于 Trp 的 激素 有 血清 素 (serotonin) 
和 褪 黑 素 (melatonin)。 

脂肪 酸 衍 生物 激素 衍生 于 脂肪 酸 ,如 衍生 于 花生 四 烯 酸 的 激素 包括 前 列 腺 素 (prostacyclin) 凝 血 
恶 烷 (thromboxane) 和 白 三 烯 (leukotriene)。 

按照 溶解 性 质 ,可 以 将 激素 简单 地 分 为 水 溶性 激素 和 脂 溶性 激素 。 这 样 分 类 的 好 处 是 可 以 更 容 
易 理 解 激素 的 作用 机 制 。 这 两 类 激素 的 主要 差别 有 3 点 : 

4) 脂 溶性 激素 很 容易 通过 脂 溶性 的 生物 膜 , 因 此 难以 贮存 在 胞 内 ,一般 在 需要 的 时 候 才 被 合 
成 ,但 甲状 腺 素 是 一 个 例外 。 而 水 溶性 激素 可 以 被 包 被 在 具有 膜 结构 的 圳 胞 内 ,在 体内 贮存 方便 , 当 
需要 的 时 候 可 立即 分 这 出 去 。 

(2) 脂 洲 性 激素 很 难 溶 于 水 ,在 动物 体内 需要 与 血清 中 特殊 的 转运 蛋白 结合 后 才能 转运 。 这 种 
结合 反 过 来 又 保护 了 激素 ,提高 了 激素 的 稳定 性 。 除 了 一 些小 肽 , 绝 大 多 数 水 溶性 激素 的 转运 并 不 需 
要 与 血清 蛋白 结合 ,这 就 使 得 它们 很 容易 被 代谢 掉 。 

(3) 脂 溶性 激素 的 疏水 性 质 允 许 它 们 自由 通过 细胞 膜 ,与 胞 内 的 受 体 结 合 , 产 生 细 胞 内 效应 。 但 
水 溶性 激素 不 能 通过 质 膜 , 因 此 它们 必须 与 细胞 膜 上 的 受 体 结合 才 能 发 挥 作 用 。 

绝 大 多 数 蛋 白质 和 肽 类 激素 由 单一 的 基因 编码 ,少数 由 两 个 或 两 个 以 上 的 基因 编码 。 与 其 他 分 
泌 和 蛋白 一 样 ,多肽 激素 以 前 体 的 形式 被 合成 。 肽 类 激素 最 初 的 形式 通常 是 前 激素 原 (pre-prohormone)。 
前 激素 原 除 了 在 N 端 含有 指导 其 进入 糙 面 内 质 网 的 “前 序列 ”( 信 和 号 序列 ) 以 外 ,还 含有 多 余 的 “ 原 序 
列 ” ,这 “一 前 一 原 ” 的 序列 最 后 都 要 被 切除 。 前 激素 原 在 进入 内 质 网 以 后 被 切除 “前 序列 ”, 变 成 激素 
原 (prohormone), 激 素 原 在 高 尔 基 体 再 被 切 掉 * 原 序列 ”而 转变 成 有 功能 的 激素 ,并 被 包装 和 贮存 在 衍 
生 于 高 尔 基 体 的 分 泌 小 泡 内 ,随时 准备 分 泌 到 胞 外 。 

固 醇 类 激素 的 合成 主要 发 生 在 光 面 内 质 网 ,但 有 少数 反应 发 生 在 线粒体 。 一 种 细胞 要 合成 某 种 
固 醇 类 激素 ,必须 存在 相关 的 酶 。 

氨基 酸 衍 生物 激素 主要 是 通过 对 氨基 酸 的 侧 链 修饰 而 成 , 而 脂肪 酸 衍生 物 激 素 主 要 由 花生 四 烯 
酸 在 特定 的 酶 催化 下 形成 。 


三 、 激 素 的 定量 

精确 .快速 地 测定 激素 的 浓度 对 于 激素 的 研究 十 分 重要 ,但 由 于 机 体内 各 种 激素 的 浓度 都 很 
低 , 要 确定 一 种 激素 的 浓度 并 非 易 事 。 早 期 人 们 使 用 化 学 分 析 法 (chemical assay) 和 生物 活性 测定 法 
(bioactivity assay) 来 测定 激素 的 浓度 ,其 中 前 一 种 方法 是 根据 激素 的 化 学 性 质 来 进行 化 学 定量 ,后 一 种 
方法 是 根据 激素 的 生物 活性 (比如 胰岛 素 能 降 血 糖 ) 来 定量 。 显 然 , 这 两 种 方法 都 很 难 精 确 , 有 效 和 特 
异性 地 测定 出 某 一 种 激素 的 浓度 。 就 化 学 分 析 法 而 言 ,许多 激素 的 反应 性 质 一样 ,无 特异 性 可 言 。 而 
生物 活性 测定 法 对 于 很 多 激素 来 说 ,根本 就 行 不 通 。 例 如 ,下 丘脑 激素 的 生物 活性 是 促进 或 抑制 脑 垂 
体 激 素 的 分 沁 , 这 样 的 生物 活性 是 很 难 定量 的 。 再 说 ,体内 有 很 多 激素 具有 相同 或 相似 的 生物 活性 ( 例 
如 肾上腺 素 、 胰 高 血糖 素 和 糖 皮质 激素 都 可 以 升 血糖 )。 由 于 上 述 两 种 方法 的 严重 缺陷 ,早期 人 们 对 激 
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你 认为 甲状 腺 素 例 
外 的 原因 是 什么 ? 
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哪 一 种 激素 无 法 用 
RIA 测定 浓度 ? 
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素 的 研究 一 直 没 有 显著 突破 。 直 到 20 世纪 50 年 代 美 国 科学 家 Rosalyn Sussman Yalow 创立 了 放射 免 
疫 测 定 法 (radioimmunoassay,RIA) 以 后 ,激素 的 研究 才 进 入 了 突飞猛进 的 黄金 时 代 。 基 于 Yalow 对 激 
素 研 究 的 杰出 贡献 ,她 荣获 了 1977 年 的 诺 贝尔 生理 学 或 医学 奖 。 

RIA 利用 了 抗原 (antigen,Ag) 与 抗体 (antibody,Ab) 之 间 能 够 以 高 度 特异 性 的 方式 可 逆 结 合 的 性 
质 。 如 图 17-2 所 示 ,假如 以 一 种 激素 (如 ACTH) 为 抗原 ,其 中 一 部 分 用 放射 性 同位 素 标 记 (”*Ag), 另 一 
部 分 不 进行 标记 (Ag), 当 将 它们 混合 在 一 起 与 抗体 保温 的 时 候 , 两 者 与 抗体 的 亲 和 性 完全 相同 ,但 有 
竞争 性 。 显 然 , 同 位 素 标记 的 激素 越 多 ,形成 的 具有 放射 性 的 激素 - 抗体 复合 物 (Ab-*Ag) 的 量 就 越 
多 。 假 定 最 初 与 抗体 一 起 保温 的 激素 都 被 同位 素 标记 的 话 , 那 么 与 抗体 结合 的 将 完全 是 被 同位 素 标 
记 的 激素 。 随 后 若 再 依次 加 入 一 定量 的 非 同位 素 标记 的 同 种 激素 ,加 入 的 非 标记 的 激素 就 会 取代 一 
部 分 与 抗体 结合 的 同位 素 标 记 的 激素 ,上 且 加 入 的 非 标记 的 激素 量 越 多 ,被 取代 的 同位 素 标记 的 激素 就 
越 多 。 根 据 这 一 点 ,就 可 以 以 加 入 的 [ 非 同位 素 标记 的 激素 ] 为 横 坐 标 ( 图 中 为 ACTH)，[ 与 抗体 结合 
的 同位 素 标记 的 激素 ]/ [ 游离 的 同位 素 标记 的 激素 ] 为 纵 坐 标 , 然 后 做 标准 曲线 。 未 知 量 的 激素 在 与 
同一 种 反应 体系 的 抗体 结合 以 后 ,可 以 根据 标准 曲线 求 得 其 浓度 。 
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17-2 ，RIA 的 原理 及 其 应 用 (测定 ACTH 的 浓度 ) (Nelson 等 ,2008) 


第 二 闻 激素 作用 的 一 般 特 征 


激素 的 作用 具有 特异 性 ` 高 效 性 ,往往 需要 "第 二 信使 ,可 产生 快慢 反应 ,还 具有 脱 敏 性 和 时 效 
性 等 性 质 , 其 中 以 特异 性 最 为 重要 。 


一 、 特 异性 

激素 作用 的 特异 性 是 指 一 种 激素 只 能 作用 一 种 或 一 类 细胞 的 现象 。 当 一 种 激素 由 特定 的 细胞 分 
泌 后 ,可 随 着 体液 循环 与 机 体内 几乎 所 有 的 细胞 接触 ,但 为 什么 只 有 特定 的 细胞 才 有 反应 呢 ? 这 是 因 
为 激素 的 作用 离 不 开 受 体 ,一 种 激素 只 有 在 与 其 专 一 性 受 体 分 子 结合 以 后 才能 发 挥 作 用 ,而 只 有 特定 
的 细胞 才 存 在 特定 激素 的 受 体 。 那 什么 又 是 受 体 呢 ? 

(一 ) 受 体 的 基本 概念 

受 体 是 存在 于 细胞 之 中 的 一 种 特殊 成 分 , 它 能 够 识别 并 结合 源 自 细胞 外 的 各 种 信号 配 体 ,形成 可 
逆 的 二 元 复合 物 , 由 此 引发 出 特定 的 生物 学 效应 。 从 化 学 本 质 上 来 看 , 受 体 主要 是 蛋白 质 , 尤 其 是 糖 
蛋白 ,一 些 糖 脂 也 可 充当 受 体 。 当 一 个 配 体 与 其 受 体 结合 以 后 ,会 诱导 受 体 的 构象 发 生变 化 ,并 在 此 
基础 上 诱发 靶 细 胞 产生 特定 的 生理 ,生化 反应 。 





(二 ) 受 体 的 基本 性 质 

体内 和 体外 的 一 系列 研究 表明 , 受 体 至 少 具有 以 下 一 些 基 本 性 质 : 

(1) 与 配 体 结 合 的 高 度 专 一 性 ” 受 体 和 配 体 的 结合 与 酶 和 底 物 的 结合 很 相似 ,都 表现 出 高 度 的 专 
一 性 。 例 如 ,胰岛 素 只 会 与 自身 的 受 体 结合 , 而 不 会 与 胰 高 血糖 素 的 受 体 结合 。 当 然 , 这 种 专 一 性 是 
相对 的 ,如 肾上腺 素 就 有 5 种 不 同 的 受 体 (a az、B,、pB: 和 B3:)。 同 一 种 激素 所 具有 的 在 结构 和 功能 上 
有 区 别 的 几 种 受 体 称 为 同 工 受 体 (isoreceptor)。 同 一 种 激素 与 不 同 的 受 体 结合 可 能 产生 不 同 的 效应 ， 
有 时 甚至 是 相反 的 效应 。 

(2) 与 配 体 结合 的 可 逆 性 ” 受 体 和 配 体 的 结合 方式 是 以 非 共 价 键 ( 氧 键 . 琉 水 键 和 离子 键 等 ) 相 连 ， 
因此 是 完全 可 逆 的 。 这 一 性 质 有 利于 激素 作用 的 终止。 

(3) 与 配 体 结合 的 高 亲 和 性 ” 受 体 与 配 体 之 间 的 亲和力 很 强 , 亲 和 人 常数 (K.) 高 达 10 ~10" molL, 因 
此 ,虽然 激素 在 体内 的 浓度 很 低 ,但 仍然 能 够 识别 并 结合 相应 的 受 体 。 

(4) 与 配 体 的 结合 可 产生 强大 的 生物 学 效应 ”激素 与 受 体 结合 后 ,形成 二 元 复合 物 , 由 此 启动 信 
号 转 导 ,最 终 导致 孝 细胞 产生 特殊 的 生物 学 效应 。10 ”mol/L 的 激素 可 导致 丢 细 胞 内 代谢 物 浓度 发 生 
10 倍 的 变化 ,可 见 激素 诱发 的 生物 学 效应 是 巨大 的 。 


框 17-1 生化 与 健康 一 一 瘦 肉 精 、 喘 息 定 与 蔡 心 安 
人 辣 全 全 于 本 二 和 于 和 二 填 肉 精 .喘息 定 与 装 心 安 这 3 种 
人 物质 在 结构 上 都 与 肾上腺 素 类 似 (图 


本 的 由 人 邑 人 17=-3), 但 进入 体内 以 后 ,有 的 作为 肾 上 

冯 兽 忆 了 腺 素 的 激动 剂 起 作用 ,有 的 是 作为 肾 上 

9 经 9 术 腺 素 的 起 庆 剂 起 作用 。 激 动 剂 (agonist) 

生生 太 人 esG 在 结构 和 功能 上 均 能 够 模拟 激素 , 既 能 

与 受 体 结合 ,又 能 诱发 强大 的 生物 学 效 

下 二 2 二 应 ,而 颜 闫 剂 (anuagonisb 仅仅 能 在 结 
NH: OH OH 

es 关 丙 本 UR 有 蒜 氧 两 配 胺 “。” 构 上 模拟 激素 ,相当 于 酶 的 竞争 性 抑制 

剂 ,与 受 体 结合 以 后 并 不 能 诱发 任何 生 


全 17-3 二 9 结 
人 物 学 效应 的 产生 。 


喘息 定 即 异 丙 肾上腺 素 (isoproterenoD) 就 是 一 种 激动 剂 , 它 能 够 与 肾上腺 素 的 Bz 受 体 结合 ,松弛 支 气 
管 , 因 此 可 以 作为 治疗 哮喘 的 药物 。 瘦 肉 精 即 克 伦 特 罗 (ClenbuterolD), 也 是 一 种 激动 剂 ,能 够 与 脂肪 细胞 
膜 上 的 肾上腺 素 B: 受 体 结合 ,促进 脂肪 细胞 内 脂肪 的 分 解 ,有 利于 瘦 肉 的 生长 。 它 曾经 作为 药物 用 于 治 
疗 支气管 哮喘 ,后 由 于 副作用 太 大 而 遭 禁用 。 瘦 肉 精 被 过 量 使 用 后 容易 残留 在 动物 内 脏 特 别 是 肝 上 ,在 上 
海 曾 经 引发 了 几 百 人 的 中 毒 事件 。 由 于 西方 人 一 般 不 食用 动物 内 脏 ,因而 ,在 美国 加拿大、 新 西 兰 等 国 ， 
瘦 肉 精 这 类 物质 的 使 用 是 合法 的 。 蘑 心安 即 蔡 氧 两 醇 胺 (propranolol, 普 蔡 洛 尔 ) 却 是 一 种 疝 邓 、 剂 , 它 与 B 
受 体 结合 以 后 ,不 产生 任何 效应 ,但 能 抑制 肾上腺 素 的 作用 ,因此 可 以 作为 治疗 心律 失 带 的 药物 。 





(5) 与 配 体 结 合 的 饱和 性 ”一 个 细胞 上 特定 受 体 的 数目 是 有 限 的 ,因而 激素 与 受 体 的 结合 具有 饱 
和 人 性 动力 学 特征 。 当 激素 浓度 达到 一 定 的 水 平时 ,所 有 的 受 体 都 被 激素 占据 ,也 就 达到 了 饱和 状态 。 
当然 ,细胞 上 一 种 受 体 的 数目 并 不 是 恒定 的 ,在 特殊 的 生理 或 病理 条 件 下 , 受 体 数目 会 发 生变 化 。 调 
节 受 体 数 目的 主要 原因 是 激素 本 身 , 一 般 情况 下 ,激素 浓度 的 提高 或 激素 长 时 间 与 靶 细 胞 接触 都 可 引 
起 受 体 数目 的 下 调 (down-regulation)。 

由 此 可 见 , 受 体 在 与 相应 的 配 体 相互 作用 的 时 候 , 具 有 类 似 于 米 氏 酶 与 底 物 结合 时 表现 的 一 些 特 
性 。 为 了 更 好 地 显示 两 者 结合 的 动力 学 性 质 ,可 使 用 Scatehard 作 图 法 来 研究 激素 与 受 体 的 相互 作用 。 


Scatchard 作 图 


233 


234 


通过 这 种 作 图 的 方法 ,不 仅 可 以 测定 出 一 个 靶 细 胞 上 特定 激素 受 体 的 数目 ,还 可 以 得 到 激素 和 受 体 结 
合 的 亲 和 和 常数 天 。 

(三 ) 受 体 的 分 类 和 结构 

激素 受 体 的 种 类 和 结构 都 比较 复杂 ,根据 受 体 在 细胞 中 的 定位 ,可 将 它们 分 成 细胞 膜 受 体 和 细胞 
内 受 体 ,而 后 者 又 可 分 为 细胞 质 受 体 和 细胞 核 受 体 。 水 溶性 激素 由 于 不 能 通过 生物 膜 ,其 受 体 都 位 于 
细胞 膜 上 ;而 脂 溶性 激素 很 容易 通过 细胞 膜 , 因 此 受 体 大 多 数位 于 细胞 内 ,但 若是 位 于 细胞 膜 上 ,也 不 
会 影响 它 与 激素 的 结合 , 故 有 少数 脂 溶性 激素 的 受 体 就 位 于 细胞 膜 上 。 例 如 , 孕 酮 在 非洲 爪 蟾 内 的 受 
体 就 位 于 其 卵 母 细胞 的 细胞 膜 上 。 再 如 ,油菜 素 内 酯 (brassinosteroid,BR) 是 一 类 重要 的 脂 溶性 植物 激 
素 ,其 受 体 也 在 细胞 膜 上 。 正 是 因为 两 类 激素 受 体 在 细胞 中 的 位 置 不 同 , 作 用 机 制 才 会 有 较 大 的 差异 。 

1. 细胞 质 膜 受 体 

细胞 质 膜 受 体 又 名 细胞 表面 受 体 或 膜 受 体 。 细 胞 质 膜 是 一 种 脂 双 层 结 构 , 因 此 所 有 的 膜 受 体 都 
具有 一 个 或 几 个 疏水 区 。 膜 受 体 的 疏水 区 * 深 陷 ” 在 细胞 膜 内 使 其 很 难 分 离 , 故 分 离 纯 化 膜 受 体 需要 
使 用 两 性 去 拍 剂 (如 脱氧 胆 酸 盐 ) 来 增 溶 。 有 的 膜 受 体 并 不 贯穿 整个 细胞 膜 , 而 有 的 却 穿 过 质 膜 内 外 ， 
甚至 不 止 一 次 。 受 体 的 跨 膜 区 一 般 语 含 踊 水 氨基 酸 , 常 形成 w 螺旋 。 但 不 管 怎样 ,所 有 膜 受 体 上 的 配 
体 结合 部 位 都 应 该 面向 胞 外 ,因为 只 有 这 样 , 受 体 才 会 被 配 体 识别 并 结合 

膜 受 体 主 要 分 为 4 类 。 这 4 类 膜 受 体 在 结构 和 功能 上 有 了 明显 的 差异 : 

(1) 与 G 蛋白 偶 联 的 受 体 (G protein-coupled receptor,GPCR) 此 类 受 体 一 般 都 具有 7 次 跨 膜 的 朴 
水 w 螺旋 (图 17-4), 如 肾上腺 素 的 B 受 体 , 因 此 又 名 7TM 受 体 。 它 的 功能 与 G 蛋白 紧密 偶 联 (G 蛋白 
的 结构 与 功能 见 后 ), 其 中 与 G 蛋白 作用 的 结构 域 位 于 细胞 质 基 质 一 侧 第 5 个 和 第 6 个 w 螺旋 之 间 的 
环 上 。 这 类 受 体 构成 了 一 个 庞大 的 蛋白 质 超 家 族 。 据 估计 ,人 类 基因 组 有 800 多 个 基因 在 编码 这 个 
家 族 中 的 各 种 成 员 ,同时 多 种 疾病 与 它们 有 关系 ,而 现代 临床 用 的 药物 约 有 30% 以 它们 作为 靶 标 。 

(2) 离子 通道 受 体 (ion-channel receptor) 离子 通道 是 位 于 细胞 膜 上 的 水 溶性 通道 ,其 功能 是 允许 或 
阻止 离子 进出 细胞 。 离子 通道 的 默认 状态 通常 是 闭合 ,受到 特定 信号 的 刺激 以 后 就 会 开放 (图 17-5) 
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钙 = 磷 酸化 位 点 


转 17-4 G 蛋白 偶 联 受 体 的 结构 与 功能 。 围 17-5 离 了 通道 受 体 


有 三 种 类 型 的 离子 通道 :四 电位 门 探 的 离子 通道 (voltage-gated channel), 打 开 此 类 通道 的 信和 号 是 
与 动作 电位 (action potential) 相关 联 的 膜 电 位 的 变化 ;@ 第 二 信使 门 控 的 离子 通道 (second-messenger- 
gated channel), 打 开 此 类 通道 的 是 特殊 的 第 二 信使 ( 见 后 ), 如 cAMP 和 cGMP;@@ 配 体 门 控 的 离子 通道 
(ligand-gated channel), 此 类 通道 本 身 就 是 受 体 , 打 开 它 的 信号 是 配 体 的 结合 。 例 如 ,乙酰 胆 碱 的 烟 碱 
型 受 体 (nicotinic receptor) 就 是 Na* 通道 (图 17-6), 其 组 成 为 wpBY8。 每 一 个 亚 基 都 要 跨 膜 4 次 , 跨 腊 
部 分 为 4 段 螺旋 ,其 中 一 段 w 螺旋 含 较 多 的 亲 水 氨基 酸 , 正 是 由 于 这 个 亲 水 区 的 存在 ,使 得 5 个 亚 
基 在 膜 上 能 够 组 装 成 一 个 亲 水 性 的 通道 ,而 乙酰 胆 碱 结合 在 w 亚 基 上 。 再 如 ,y- 氨基 丁 酸 (y-amino- 
butyric acid,GABA) 的 A 型 受 体 为 CL 通道 ,血清 素 的 受 体 为 Na* 和 KK* 通道 。 
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四 辕 = 乙 栈 胆 碱 该 激活 的 


余 17-6， 乙酰胆碱 的 烟 碱 型 受 体 @ 图 17-7 具有 内 在 酶 活性 的 受 体 


(3) 酶 受 体 ”此 类 受 体 有 潜在 的 酶 活性 (图 17-7), 如 心房 利 钠 有 扰 和 胰岛 素 的 受 体 分 别 具 有 鸟 苷 酸 
环 化 酶 和 酷 氨 酸 蛋 白质 激酶 的 活性 ,转化 生长 因子 B(transforming growth factor B,TGF-B) 的 受 体 具 有 
丝氨酸 蛋白 质 激酶 的 活性 ,白细胞 共同 抗原 CD45 受 体 (leukocyte common antigen CD45 receptor) 具有 
和 蛋白质 酷 氨 酸 磷酸 酶 的 活性 。 当 这 些 受 体 与 配 体 结合 后 , 酶 活性 即 被 激活 。 

(4) 无 酶 活性 但 直接 与 细胞 质 内 酷 氨 酸 蛋 白质 激酶 相 联系 的 受 体 ”此 类 受 体 与 受 体 酷 氨 酸 激酶 
相似 ,但 本 身 没 有 任何 酶 活性 (图 17-8)。 干 扰 素 (interferon) 和 人 生长 激素 的 受 体 均 属于 这 一 类 。 

以 上 4 类 受 体 并 不 能 覆盖 所 有 激素 的 膜 受 体 。 事 实 上 , 某 些 激素 的 膜 受 体 很 难 按照 这 4 类 来 对 
号 入 座 。 如 与 细胞 凋 亡 有 关 的 肿瘤 坏死 因子 (tumor necrosis factor,TNE), 其 受 体 就 不 属于 这 4 类 ,但 由 于 
这 种 受 体 在 细胞 质 一 仙 有 一 种 特殊 的 结构 域 一 一 死亡 结构 域 (death domain), 故 名 为 死亡 结构 域 受 体 。 

2. 细胞 内 受 体 

激素 的 细胞 内 受 体 又 可 以 分 为 细胞 质 基 质 受 体 和 细胞 核 受 体 , 例 如 ,醛固酮 的 受 体位 于 细胞 质 基 
质 ,而 甲状 腺 素 .1,25-(OH)VD 和 视 黄 酸 等 其 他 一 些 脂 溶性 激素 的 受 体 则 位 于 细胞 核 。 有 一 些 细胞 
内 受 体 的 配 体 到 目前 还 不 能 确定 ,这 些 受 体 经常 被 称 为 孤儿 受 体 (orphan receptor)。 

细胞 内 受 体 至 少 含有 3 个 活性 部 位 :一 个 负责 与 激素 结合 ; 另 一 个 负责 与 DNA 上 特殊 的 被 称 
为 激素 应 答 元 件 (hormone response element,HRE) 的 碱 基 序列 结合 ,此 活性 部 位 有 一 种 特殊 的 结构 模 
体 一 一 锌 指 结构 (zine finger) (图 17-9) (参看 第 四 十 三 章 “ 真 核 生物 的 基因 表达 调控 ”); 第 三 个 活性 部 
位 是 让 受 体 之 间 形 成 同 源 二 聚 体 。 

如 果 是 细胞 质 基 质 受 体 , 则 还 有 第 四 个 活性 部 位 。 在 没有 受 体 的 时 候 , 该 部 位 与 热 激 蛋白 90 
(HSP90) 以 及 热 激 蛋白 70(HSP70) 结合 。HSP90 又 与 免疫 亲 和 和 蛋白 (immunophilin,IP) 结合 。 当 受 体 
与 激素 结合 后 , 受 体 构象 发 生变 化 ,从 而 导致 HSP90 .HSP70 和 了 的 释放 。 










细胞 核 移 位 
锌 指 结构 | HSP90 结 合 





- 转录 激活 所 : 65%~309%6~ 
细胞 质 基质 75% 60% 
二 区 
侠 配 体 
@_ 与 受 体 相连 的 酷 氨 酸 蛋 白 激酶 
个 17-8 无 酶 活性 但 直接 与 细胞 质 内 的 酷 氨 酸 蛋 白质 伟 17-9 固 醇 类 激素 细胞 质 基质 受 体 结构 模型 
激酶 相 联系 的 受 体 
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二 、 高 效 性 
激素 在 很 低 的 浓度 下 就 能 作用 于 靶 细 胞 ,诱发 靶 细胞 产生 强烈 的 生物 学 效应 。 一 方面 是 因为 激 
素 与 受 体 的 亲和力 极 高 , 另 一 方面 是 因为 激素 在 作用 过 程 中 存在 级 联 放 大 (cascade amplification) 机 制 。 


三 、 水 溶性 激素 的 作用 往往 需要 “第 二 信使 ” 

水 溶性 激素 无 法 通过 质 膜 ,其 受 体 只 能 位 于 靶 细 胞 的 表面 ,因此 水 溶性 激素 无 法 直接 进入 细胞 内 
发 挥 作 用 。 然 而 当 它们 与 靶 细 胞 膜 上 相应 的 受 体 结合 后 ,形成 的 激素 - 受 体 复合 物 却 可 以 通过 某 种 
手段 ,去 激活 定位 在 细胞 质 膜 内 侧 一 种 特定 的 酶 ,从 而 导致 一 些小 分 子 物 质 的 合成 。 这 些小 分 子 物 质 
一 旦 从 酶 的 活性 中 心 被 释放 出 来 ,就 可 代替 原来 的 激素 行使 功能 。 如 果 把 激素 看 成 是 第 一 信使 (first 
messenger), 随后 合成 的 小 分 子 物 质 就 可 以 看 成 是 第 二 信使 (second messenger), 而 催化 第 二 信使 合成 
的 酶 可 称 作 效 应 器 (effector)。 到 目前 为 止 ,已 发 现 的 第 二 信使 有 :cAMP、cGMP、1,4,5- 三 磷酸 肌 醇 
(inositol 1,4,5- triphosphate,IP;) Ca” 二 酰 甘 油 (DGC) 神经 酰胺 .花生 四 烯 酸 ` NO.CO 和 HS 等 。 


四 、 可 能 产生 “ 快 反应 ”或 “ 慢 反应 ” 

有 的 激素 作用 靶 细 胞 后 , 靶 细 胞 在 很 短 的 时 间 内 就 能 产生 特殊 的 生物 学 效应 ,这 种 现象 称 为 “ 快 
反应 ”(acute effecb); 相 反 , 有 的 激素 作用 划 细 胞 后 , 靶 细 胞 需要 较 长 的 时 间 才 能 产生 特殊 的 生物 学 效 
应 ,这 种 现象 称 为 “ 慢 反应 ”(chronic effecb)。 激 素 " 快 反应 "的 特征 是 "来 也 匆匆 ,去 也 匆匆 "” ,在 几 秒 
钟 或 几 分 钟 内 产生 效应 ,反应 强度 与 激素 浓度 成 正 相 关 , 反 应 持续 的 时 间 通 常 不 长 。 而 激素 " 慢 反 应 ” 
的 特征 是 "来 得 慢 ,去 得 也 慢 ”, 在 几 小 时 甚至 几 天 后 才能 产生 明显 的 效应 ,反应 强度 与 激素 浓度 在 短 
时 间 内 的 波动 无 关 , 反 应 持续 的 时 间 较 长 。 

水 溶性 激素 一 般 产 生 “ 快 反应 ”, 而 脂 溶性 激素 通常 产生 “ 慢 反 应 ", 还 有 一 些 激素 既 可 产生 “ 快 反 
应 ”, 又 可 产生 “ 慢 反 应 ” ,如 胰 高 血糖 素 和 胰岛 素 。 一 种 激素 究竟 是 产生 “ 快 反 应 "还 是 产生 “ 慢 反应 ”， 
与 它 的 作用 机 制 直接 有 关 。 


五 、 脱 敏 性 和 时 效 性 

一 种 激素 在 与 其 靶 细 胞 长 时 间接 触 后 , 胃 细 胞 倾向 于 降低 其 反应 性 ,这 种 现象 称 为 激素 的 脱 敏 作 
用 (desensitization)。 产 生 脱 敏 的 原因 可 能 是 受 体 数目 的 下 调 或 受 体 经 历 了 共 价 修饰 (如 磷酸 化 )。 

激素 的 作用 具有 一 定 的 时 效 性 。 一 种 激素 的 作用 ,从 分 泌 到 与 受 体 结合 ,再 到 产生 最 终 的 生物 学 
效应 不 可 能 持续 很 久 ,否则 ,得 细胞 会 出 现 功能 紊乱 甚至 死亡 。 激 素 作用 的 时 效 性 产生 的 原因 是 靶 细 
胞 内 存在 各 种 信号 终止 的 机 制 , 这 些 机 制 可 在 不 同 的 环节 发 挥 作用 ,保证 了 靶 细 胞 不 会 持续 地 受到 一 
种 激素 作用 ,同时 也 为 靶 细胞 接受 下 一 轮 激素 的 作用 做 好 了 准备 。 实 际 上 ,每 当 细胞 的 一 条 信号 通路 
启动 以 后 ,该 通路 上 某 一 个 被 激活 的 成 分 通常 又 作为 同一 条 途径 的 抑制 剂 ,只 不 过 抑制 剂 的 作用 略 滞 
后 于 激活 剂 ,这样 保 证 了 在 信和 号 发 送 之 前 不 至 于 就 被 关闭 。 


第 三 节 激素 作用 的 详细 机 制 


激素 的 作用 过 程 一 般 包 括 以 下 几 步 :激素 的 合成 和 分 泌 ;@) 激 素 被 转运 到 靶 细 胞 ;@) 激 素 与 靶 
细胞 膜 或 靶 细 胞 内 的 特异 性 受 体 结合 ,致使 受 体 被 激活 ;中 靶 细胞 内 的 一 条 或 几 条 信和 号 通路 被 启动 ; 
@@ 靶 细胞 产生 特定 的 生物 学 效应 ;@ 信 和 号 的 终止 。 

下 面 主要 介绍 信号 途径 的 启动 和 具体 的 转 导 过 程 。 





一 、 脂 溶性 激素 的 作用 机 制 
正如 前 述 , 脂 溶性 激素 的 受 体 通 


激素 结 ”” 依 下 稚 由 
合 位 点 一 全 国 昌 DoNA 结合 结构 域 基 活 受 促 息 失 人 条】 。 常 位 于 细胞 内 ,因此 脂 溶性 激素 一 般 
脂 深 性 激素 @ 





必须 进入 细胞 内 才能 起 作用 。 而 那些 
受 体位 于 细胞 质 基质 的 脂 溶性 激素 
就 很 容易 自由 扩散 到 细胞 质 基质 ,并 


二 < 与 其 中 的 受 体 结合 。 这 种 结合 改变 
HR 会 该 HRE 基因 了 受 体 的 构象 ,使 原本 与 受 体 结合 
| HSP90、HSP70 和 耳 被 释放 (图 17- 
vv RNA 


10)。 一 且 HSP90 .HSP70 和 了 得 到 释 
se 放 ,原先 在 受 体 上 被 隐藏 的 细胞 核定 
位 信号 (nuclear localization signal,NLS) 以 及 负责 与 HRE 结合 的 结构 域 就 暴露 出 来 。 在 NLS 的 指导 
下 ,激素 与 受 体 的 二 元 复合 物 (HR) 从 核 孔 进入 细胞 核 (第 四 十 章 “蛋白质 的 翻译 后 加 工 及 其 定向 和 分 
拣 ”), 在 形成 二 聚 体 一 一 (HR), 以 后 ,通过 受 体 上 的 锌 指 结构 与 DNA 分 子 上 高 度 特异 性 的 HRE 结合 ， 
再 将 组 蛋白 乙酰 转移 酶 (histone acetyltransferase,HAT) 招募 进来 ,催化 HRE 周围 染色 质 上 的 组 蛋白 发 
生 乙酰 化 修饰 ,促使 局 部 的 染色 质 从 不 利于 基因 表达 的 紧密 构象 变 成 有 利 的 松散 构象 。 不 同 脂 溶性 
激素 的 HRE 序列 存在 差异 (参见 表 17-1)。 


17-10 受 体 位 于 细胞 质 的 脂 溶 性 激素 的 作用 机 制 


上 表 17-1 常见 的 脂 溶性 激素 HRE 一 致 序列 





有 HRE 一 致 序列 0 HRE 一 致 序列 
上 肉 二 醇 SGGTCANNNTGACC3' 孕 酮 5 GNANANGNTGTYC3' 
糖 皮质 激素 (刺激 性 ) SGNACANNNTGTYCT3' 甲状 腺 素 (T3) 5 AGGTAAGATCAGGGACG3' 
糖 皮 质 激素 (抑制 性 ) 5 CAGGAAGGTCACGTC 





CAAGGGCTC3 


对 于 受 体 位 于 细胞 核 的 脂 溶性 激素 来 说 ,需要 先后 跨 过 靶 细 胞 的 质 膜 和 核 膜 ,才能 到 达 核 内 与 相 
应 的 受 体 结合 。 在 没有 激素 的 时 候 , 这 些 “ 闲 置 ” 的 细胞 核 受 体 有 的 也 与 HSP90 结合 (如 上 峻 激素 的 受 
体 ), 但 以 单 体形 式 存在 。 然 而 ,一 旦 有 激素 与 之 结合 ,HSP90 即 解 离 下 来 。 此 时 受 体形 成 二 聚 体 ,并 与 
HREF 结合 ,再 通过 招募 HAT 激活 特定 的 基因 表达 。 

还 有 一 些 细胞 核 受 体 在 没有 激素 的 时 候 , 就 已 结合 在 相应 的 HRE 上 (如 甲状 腺 素 的 受 体 ), 同 时 还 
与 组 蛋白 去 乙酰 酶 (histone deacetylase,HDAC) 结 合 。 与 HAT 正好 相反 ,HDAC 保持 局 部 的 染色 质 处 
在 浓缩 的 构象 , 而 阻止 附近 的 基因 的 表达 。 一 旦 有 激素 结合 ,HDAC 立刻 被 释放 。 以 此 同时 ,HAT 则 
被 招募 进来 ,并 催化 组 蛋白 的 乙酰 化 修饰 ,促使 局 部 的 染色 质 从 紧密 构象 变 成 松散 开放 的 构象 ,这 有 
利于 催化 基因 转录 的 RNA 聚合 酶 和 转录 因子 结合 到 启动 子 上 ,从 而 激化 HRE 下 游 基 因 的 表达 (参看 
第 三 十 六 章 “DNA 转录 ”)。 


二 、 水 溶性 激素 的 作用 机 制 

水 溶性 激素 的 种 类 最 为 繁多 ,作用 机 制 也 最 复杂 ,为 了 叙述 上 的 方便 ,可 以 按照 受 体 的 性 质 或 第 
二 信使 的 特征 将 它们 划分 为 以 下 几 类 ; 

(一 ) 与 G 蛋白 偶 联 的 受 体 系统 

该 系统 需要 一 种 特殊 的 蛋白 质 一 一 C 蛋白 ,G 蛋白 的 发 现 以 及 结构 与 功能 的 鉴定 主要 归功 于 美国 
的 Alfred Gilleman 和 Martin Rodbell。 这 两 位 科学 家 因此 荣获 了 1994 年 的 诺 贝 尔 生理 学 或 医学 奖 。 

G 蛋白 就 是 鸟 昔 酸 结合 蛋白 , 它 在 系统 中 的 功能 是 作为 一 种 中 间接 受 体 (acceptor), 在 受 体 和 效应 


如 果 将 上 肉 二 醇 的 
HRE 倒置 , 它 还 能 控制 原来 
的 基因 表达 吗 ? 为 什么 ? 
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是 不 是 第 二 信使 
CAMP 只 能 通过 激活 PKA 才 
能 起 作用 ? 


了 本本 


LDL 





全 17-11 G 蛋白 的 结构 组 
成 以 及 它 与 细胞 质 膜 内 侧 的 
疆 售 


噩 户 


试 设计 一 个 实验 ， 
证 明 G 蛋白 的 激活 是 GTP 
取代 GDP, 而 不 是 GDP 接 
受 一 个 磷酸 基 团 变 成 GTP。 
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器 之 间 转 导 信 号。 已 发 现 两 类 不 同 的 G 蛋白 ,一 类 是 异 源 三 聚 体 G 蛋白 (heterotrimeric G protein), 另 
一 类 是 小 G 蛋白 。 

(1) 异 源 三 聚 体 C 蛋白 这 一 类 G 蛋白 是 由 wa.B 和 y 三 个 亚 基 组 成 ,常见 的 有 :Gs 蛋白 .Gi 蛋白、 
Gdq 蛋白 、Gt 蛋白 、Golf 蛋白 、Go 蛋白 和 味觉 素 (gustducin), 它 们 的 主要 特征 和 功能 见 表 17-2。 其 中 Gs 
蛋白 能 够 刺激 腺 苷 酸 环 化 酶 (adenylate cyclase,AC) 的 活性 ,Gi 蛋白 则 抑制 腺 苷 酸 环 化 酶 的 活性 ,Gq 能 
够 激活 磷脂 酶 C(phospholipase C,PLC) 的 活性 ,Gt 蛋白 能 够 激活 一 种 专门 水 解 cGMP 的 磷酸 二 脂 酶 的 
活性 ,Golf 蛋白 也 能 够 刺激 AcC 的 活性 。 


m 表 17-2 常见 的 异 源 三 聚 体 G 蛋白 的 比较 





G 相 白 效应 器 第 二 信使 受 体 实例 
Gs AC cAMP( 1 ) 肾上腺 素 B 受 体 , 加 压 素 受 体 ,血清 素 受 体 , 胰 高 血糖 素 受 体 
Gi AC cAMP(1) 肾上腺 素 的 受 体 
Go K* 通道 (BY 激活 ) 膜 电 位 变化 乙酰 胆 碱 毒 草 碱 型 受 体 
Golf AC cAMP(T) 嗅觉 受 体 细胞 膜 上 的 有 味 物质 受 体 
Gdq PLC DG,IP:(1T) 肾上腺 素 的 w 受 体 ,GnRH 受 体 ,乙酰 胆 碱 在 内 皮 细 胞 的 受 体 
Gt G-PDE cGMP( | ) 视 紫红 质 


异 源 三 聚 体 G 蛋白 的 结构 参见 图 17-11。 以 Gs 蛋白 为 例 , 它 属于 第 一 类 脂 锚 定 蛋 白 (参看 第 
十 六 章 “ 脂 质 与 生物 膜 ” ), 其 a 亚 基 在 N 端 因 豆 薄 酰 化 而 被 封闭 ,Gs 蛋白 正好 通过 这 个 脂 溶性 的 豆 敬 
酰基 锚 定 在 细胞 膜 内 侧 。 体 外 的 研究 表明 ,a 亚 基 能 结合 激素 的 受 体 、 腺 苷 酸 环 化 酶 、 氟 化 物 (一 种 外 
源 的 激活 物 ) 和 GTP。 此 外 ,a 亚 基 还 有 缓慢 的 GTP 酶 活性 , 且 能 受 霍乱 毒素 的 修饰 。B 亚 基 能 结合 
镁 离子 ,具有 螺旋桨 (B-propeller) 结构 ,内 有 多 个 叫做 WD 的 重复 序列 ,其 功能 是 在 结构 上 稳定 B 亚 
基 与 w 亚 基 的 结合 。y 亚 基 含 有 异 戊 二 烯 化 修饰 ,通常 与 B 亚 基 形 成 复合 物 。Gi 蛋白 与 Gs 非常 相似 ， 
它们 含有 相同 的 B 和 Y 亚 基 ,但 含有 的 w 亚 基 不 同 。Gi 也 能 结合 和 水 解 CTP ,能 被 百日咳 毒素 修饰 ， 
但 不 能 被 霍乱 毒素 修饰 。 

(2) 小 G 蛋 白 一 般 只 有 一 条 肽 链 组 成 ,在 结构 上 与 三 聚 体 G 蛋白 的 w 亚 基 相 似 。 主 要 包括 6 类 : 
CDRas 蛋白 ,参与 许多 生长 因子 的 信号 转 导 ( 见 后 );C)Ran 蛋白 ,帮助 蛋白 质 进 出 细胞 核 ;GB)Rab 蛋白 ， 
参与 真 核 细 胞 内 的 小 泡 定向 和 融合 ;@ARF 和 蛋白 ,参与 形成 小 泡 外 被 体 (vesicle coatomer) 包 被 ;G@Rho 
蛋白 ,调节 肌 动 蛋白 细胞 骨架 的 组 装 ;@ 人 参与 蛋白 质 生物 合成 的 某 些 起 始 因子 、 延 伸 因 子 和 终止 因子 
(参看 第 三 十 九 章 “和 蛋白质 的 生物 合成 及 其 在 细胞 内 的 降解 ”)。 

所 有 的 G 蛋白 都 有 两 种 形式 :一 种 是 与 CDP 结合 的 无 活性 形式 ,另外 一 种 是 与 GTP 结合 的 活性 
形式 。 这 两 种 形式 可 以 相互 转变 (图 17-12), 一 方面 CTP 可 以 取代 GDP, 另 一 方面 CTP 也 可 以 水 解 成 
GDP。 因 此 ,G 蛋白 在 细胞 内 相当 于 是 一 种 分 子 开 关 , 可 通过 它 在 “ 开 和 关 ” 之 间 的 切换 来 控制 细胞 内 
的 多 项 活动 。 细 胞 内 [ GTP ]/ [ CDP ] 一 般 维持 在 10:1, 这 显然 有 利于 GTP 取代 GDP。 

当 异 源 三 聚 体 G 蛋白 结合 GDP 时 ,a 亚 基 与 BP 和 y 亚 基 结合 在 一 起 ,没有 活性 。 一 且 G 蛋白 结 
合 CTP,a 亚 基 就 会 与 BP 和 y 亚 基 解 离 ,随后 去 激活 效应 器 。 由 B 和 y 亚 基 组 成 的 二 聚 体 有 时 也 会 
起 作用 。Gcea 的 鸟 昔 酸 结合 位 点 由 几 个 环 组 成 ,这 些 环 从 由 6 股 B 折 笃 构 成 的 边 伸展 出 来 。 另 外 ,还 
有 3 个 转换 结构 域 (switch domain) 在 GTP 取代 GDP 以 后 改变 位 置 ,这 些 结构 域 包 括 与 GTP 的 y 磷酸 
基 团 相 邻 的 残 基 , 以 及 与 B、y 两 个 磷酸 基 团结 合 的 Mg*。 

一 且 与 G 蛋白 结合 的 CTP 水解 ,G 蛋白 就 失去 活性 。GTP 的 水 解 是 由 水 分 子 亲 核 进攻 其 末端 的 
磷酸 基 团 引起 的 。Gea 的 第 二 个 转换 结构 域 含 有 一 个 保守 的 Gln 残 基 , 有 助 于 拉 近 进攻 的 水 分 子 , 使 
其 靠近 与 活性 中 心 结合 的 CTP。 

绝 大 多 数 G 蛋白 的 功能 依赖 于 两 类 辅助 蛋白 :一 类 是 促进 GDP/GTP 交换 的 鸟 苷 酸 交 换 因 子 
(guanine nucleotide exchange factor,GEF), 它 使 G 蛋白 从 与 CDP 结合 的 形式 变 为 与 CTP 结合 的 形式 ， 
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(3) 受 体 结合 诱 导 Gu 构象 变化 ;结合 的 GDP 被 GTP 取 代 ; (4) 激素 与 受 体 解 离 ; Gu 与 效应 器 结合 ,激活 效应 器 
Gu 与 Gpy 解 离 





天 了 
P 
(5)GTP 水 解 成 GDP 导 致 Gu 与 效应 器 解 离 并 与 Gpy 重 新 结合 
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另外 一 类 是 促进 GTP 水 解 的 GTP 酶 激活 蛋白 (GTPase activating protein,GAP)。GAP 是 激活 小 G 蛋白 
的 GTP 酶 活性 所 必需 的 ,原因 可 能 是 它 能 插入 一 个 带 正 电荷 的 Arg 残 基 到 活性 中 心 , 通 过 这 个 Arg 残 
基带 有 的 正 电 荷 与 CTP 未 端 磷酸 基 团 带 负电 荷 的 0 原子 的 相互 作用 ,来 稳定 水 解 过 程 中 形成 的 过 渡 
态 。 异 源 三 聚 体 G 蛋白 的 w 亚 基 单 独 就 能 催化 GTP 的 缓慢 水 解 ,原因 是 它 已 含有 必需 的 Arg 残 基 ， 
不 需要 GAP 提供 ,但 如 果 有 GAP ,也 能 提高 w 亚 基 的 GTP 酶 活性 。 

GPCR 是 细胞 最 常见 的 一 类 受 体 ,G 蛋白 被 这 类 受 体 激活 以 后 ,要 么 去 激活 靶 细 胞 膜 上 特定 的 酶 
的 活性 ,要 么 去 调节 特定 的 离子 通道 的 活性 。 被 激活 的 GPCR 实际 上 就 是 一 种 特殊 的 GEF。 

1. 以 Gs 蛋白 偶 联 的 腺 苷 酸 环 化 酶 系统 

以 肾上腺 素 为 例 , 其 靶 细 胞 不 止 一 种 ,其 受 体 也 不 止 一 种 。 肝 细胞 的 质 膜 上 有 肾上腺 素 的 B 受 体 。 
B 受 体 是 一 个 典型 的 7 次 跨 膜 受 体 。B 受 体 与 肾上腺 素 结合 以 后 ,构象 即 发 生变 化 ,充当 GEF ,刺激 细 
胞 质 中 的 GTP 取代 原来 与 Gsa 亚 基 结 合 的 GDP,Gs 蛋白 因此 被 激活 。Gsa-GTP 在 与 B 和 Y 亚 基 解 
离 以 后 ,可 独立 激活 位 于 细胞 膜 内 侧 的 效应 器 即 AC 的 活性 。 激 活 的 AC 以 ATP 为 底 物 ,催化 cAMP 
的 合成 。cAMP 作为 吧 上 腺 素 的 第 二 信使 ,再 代替 肾上腺 素 去 激活 信和 号 通路 的 下 一 个 成 分 (图 17-13)。 

蛋白 质 激酶 A(protein kinase A,PKA) 是 一 种 受 cAMP 直接 激活 的 蛋白 质 激 酶 , 它 催化 ATP 分 子 
上 的 7- 磷酸 根 转移 到 蛋白 质 的 Ser 或 Thr 残 基 的 凑 基 上 。 磷 酸化 的 SevThr 通常 位 于 RRXS/ATX 序列 
(X 为 玻 水 氨基 酸 残 基 ) 模 体 中 。 

PKA 由 两 个 调节 亚 基 (R 亚 基 ) 和 两 个 催化 亚 基 (C 亚 基 ) 组 成 ,但 以 这 种 全 酶 形式 存在 的 PKA 
并 无 催化 活性 ,原因 是 R 亚 基 上 含有 一 个 假 底 物 序列 (pseudosubstrate sequence) 





TS 天 如 果 将 R 亚 基 上 的 
假 底 物 序列 突变 成 真 底 物 序 
RRXAX, 假 底 。 列 ,后 果 会 是 什么 ? 
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四 17-13 朝 上 腺 素 介 导 的 腺 昔 酸 环 化 酶 系统 及 其 级 联 放大 作用 


物 序列 假 在 里 面 没有 真 底 物 序列 有 的 Ser/Thr 残 基 ( 换 成 了 Ala 残 基 )。 这 种 缺乏 殉 酸化 羟基 的 假 底 
物 序列 与 C 亚 基 的 活性 中 心 结 合 , 等 于 是 封闭 了 活性 中 心 ,使 其 不 能 结合 真正 的 底 物 。 然 而 ,R 亚 基 
可 结合 cAMP ,一 个 R 亚 基 可 结合 两 个 cAMP 分 子 。 一 且 R 亚 基 结合 了 cAMP, 即 与 C 亚 基 解 离 ,C 
亚 基 上 的 活性 中 心 就 得 以 充分 暴露 ,PKA 即 被 激活 (图 17-14)。 具 体 的 反应 式 是 : 

R2C; ( 非 活 性 ) + 4cAMP 一 > (R.cAMP,)+2C (活性 ) 

每 一 个 C 亚 基 都 可 催化 靶 和 蛋白 底 物 序列 上 的 Ser 或 Thr 残 基 发 生 磷酸 化 修饰 。 

细胞 内 有 一 种 A 激酶 锚 定 蛋白 (A-kinase anchoring protein,AKAP), 它 能 与 PKA 的 R 亚 基 结 合 ,从 
而 将 PKA 限定 在 细胞 特定 的 区 域 。 一 些 蛋 白质 激酶 抑制 剂 (protein kinase inhibitor,PKI) 也 能 通过 自 
带 的 假 底 物 序列 ,抑制 C 亚 基 的 活性 。 

PKA 的 底 物 有 许多 种 ,但 肝 细 胞 中 的 主要 底 物 是 糖 原 磷酸 化 酶 b 激酶 。 该 酶 的 组 成 是 wsB4y454， 
其 中 8$ 亚 基 为 钙 调 蛋白 (calmodulin,CaM), 能 够 结合 钙 离子 , y 亚 基 为 催化 亚 基 ,a 入 亚 基 为 调节 亚 
基 , 能 被 磷酸 化 修饰 。 一 旦 受到 PKA 的 催化 发 生 磷 酸化 修饰 , 糖 原 磷酸 化 酶 b 激酶 就 被 激活 ,并 以 糖 
原 磷 酸化 酶 b 为 底 物 ,使 其 发 生 磷 酸化 修饰 进而 转变 成 有 活性 的 糖 原 磷 酸化 酶 a。 糖 原 磷酸 化 酶 a 即 可 
以 催化 糖 原 的 磷酸 解 反应 。 在 整个 信号 转 导 过 程 中 ,多 个 环节 出 现 一 种 酶 以 另 一 种 酶 作为 底 物 而 导致 
信号 层 层 放大 的 现象 。 激 素 作用 能 够 产生 强大 的 生物 学 效应 主要 与 此 有 关 ( 图 17-13)。 

PKA 除了 通过 其 C 亚 基 发 挥 作用 以 外 ,其 R 亚 基 在 特定 的 情况 下 也 能 独立 地 行使 功能 。 例 如 ,R 
亚 基 能 够 配合 C 亚 基 的 作用 ,去 抑制 一 种 磷 蛋 白 磷 酸 酶 的 活性 。 这 种 磷 蛋 白 磷酸 酶 负责 终止 由 PKA 
激活 的 糖 原 磷酸 解 作用 。 

PKA 除了 能 直接 调节 许多 蛋白 质 或 酶 的 活性 而 产生 “ 快 反应 ”以 外 ,还 能 通过 激活 一 种 特殊 的 转 
录 因 子 来 调节 特定 的 基因 表达 ,从 而 产生 “ 慢 反 应 ”。 产 生 “ 慢 反应 ”的 具体 过 程 是 (图 17-15):cAMP 
作用 PKA ,导致 PKA 的 R 亚 基 和 C 亚 基 解 离 。 单 独 的 C 亚 基 进入 细胞 核 , 催 化 CRE 结合 蛋白 (cAMP 
response element binding protein,CREBP) 的 磷酸 化 (Ser 113)。 被 磷酸 化 修饰 的 CREBP 与 DNA 分 子 
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RE 让 人 记 阁 渤 本 (RE 绩 二 十 乓 朴 电 
Gs 偶 联 的 受 体 二 
CREBP 结合 蛋白 (CBP) 和 p300 蛋白 所 形成 

的 HAT 酶 复合 物 (p300/CBP) 招募 过 来 ,共同 
激活 下 游 基 因 的 表达 (参看 第 四 十 三 章 “ 真 核 
生物 的 基因 表达 调控 ”)。CRE 的 一 致 序列 为 
TGACGTCA。 

使 用 Gi 蛋白 的 例子 是 肾上腺 素 通过 。 受 
体 作用 胰腺 的 B 细胞 ,致使 B 细胞 膜 上 的 AC 被 
抑制 ,进而 抑制 胰岛 素 的 分 刻 。 不 过 ,Gi 蛋白 是 
如 何 抑制 AC 尚 不 十 分 清楚 。 一 种 观点 认为 ,Gi 
与 Gs 一 样 可 直接 作用 AC, 由 Gia-GTP 直接 抑 
制 AC; 另 一 种 观点 则 认为 ,抑制 是 由 B 和 y 亚 
基 完 成 的 ,具体 的 过 程 是 :肾上腺 素 与 % 受 体 的 
结合 导致 了 Gi 蛋白 的 a 亚 基 与 BY 二 聚 体 的 解 
离 , 解 离 出 来 的 By 二 聚 体 与 Gsa 缔 合 成 Gs 蛋 

四 白 ,从 而 终止 Gs 蛋白 对 AC 的 激活 。 

aaa 汪 ocim 朋 oobbia 心肌 的 收缩 同时 受到 肾上腺 素 和 乙酰 胆 
碱 的 控制 ,这 两 种 激素 分 别 通过 Gs 和 Gi 起 作用 :D 与 肾上腺 素 B 受 体 偶 联 的 Gs 能 提高 cAMP 浓度 ， 
导致 心肌 的 强 收缩 ;@ 与 乙酰 胆 碱 受 体 偶 联 的 Gi 蛋白 ,能 降低 cAMP 浓度 ,导致 心肌 的 弱 收 缩 。 从 Gi 
释放 出 来 的 B、Yy 亚 基 能 够 与 从 Gs 释放 出 来 的 Gsa 亚 基 结 合 ,从 而 减弱 绷 上 腺 素 的 效应 。 

2. 与 Gq 蛋白 偶 联 的 磷酸 肌 醇 系统 

另 一 个 典型 的 G 蛋白 系统 是 磷酸 肌 醇 系统 (图 17-16)。 现 以 下 丘脑 分 记 的 促 性 腺 激素 释放 激素 
(gonandotropin-releasing hormone,CnRH) 为 例 加 以 说 明 。GnRH 的 受 体位 于 某 些 脑 垂体 前 叶 细 胞 上 , 当 








GnRH 与 其 受 体 结合 以 后 , 受 体 的 构象 发 生变 化 ,激素 与 受 体 的 二 元 复合 物 激活 Gq。 






Esca 
细胞 质 基 质 
打开 I: 门 控 Ca2 通道 交 


激活 的 机 制 类 似 于 Gs 的 激活 ,但 与 Gs 不 同 的 是 , 受 Gq 激 活 的 效应 器 是 一 种 对 磷脂 酰 肌 醇 特异 
性 的 磷脂 酶 CC(PLC-Y)。 这 种 PLC 正常 的 底 物 是 位 于 细胞 膜 内 侧 的 磷脂 酰 4,5- 二 磷酸 肌 醇 (PIP 儿 图 
17-17),PIP, 由 此 被 水 解 为 DG 和 了 P;, 这 两 种 小 分 子 物质 为 GnRH 的 第 二 信使 。 其 中 DG 脂 溶性 较 强 ， 
并 不 离开 细胞 膜 , 而 卫 ; 是 一 种 可 溶性 的 小 分 子 , 生 成 后 即 被 释放 到 细胞 质 。 内 质 网 膜 上 有 IP; 的 受 体 ， 
在 卫 , 与 其 结合 后 可 促使 周围 的 Ca* 通道 开放 ,于 是 贮存 在 内 质 网 腔 中 的 Ca” 得 以 释放 ,细胞 质 Ca 
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17-17 ”磷脂 酰 肌 醇 的 代谢 转变 


浓度 便 迅 速 升 高 。Ca* 可 视 为 另 一 种 第 二 信使 ,也 可 以 视 为 一 种 第 三 信使 , 它 可 影响 到 细胞 内 多 种 蛋 
白质 或 酶 的 活性 ,调节 许多 重要 的 生理 功能 ,如 肌肉 收缩 、 细 胞 周期 控制 和 细胞 分 化 。 

IP, 还 可 以 进一步 磷酸 化 成 IP,、PP, 或 IP。。 这 几 种 磷酸 化 的 肌 醇 也 可 以 充当 信使 分 子 。 例 如 ， 
1,3,4,5- 四 磷酸 肌 醇 (inositol-1,3,4,5-tetraphosphate,IP,) 在 某 些 细胞 可 激活 质 膜 上 的 Ca* 通道 ， 
使 胞 外 的 Ca* 也 能 涌 和 人 胞 内 。 此 外 ,PI 的 各 种 磷酸 化 产物 一 一 PI-3-P、PI-3,4-P,、PI-3,4,5-P; 和 
PI-4,5-P; 也 具有 特殊 的 信号 作用 。 它 们 作为 特定 的 血小板 - 白细胞 C 激酶 底 物 同 源 (pleckstrin 
homology,PH) 结构 域 和 TFYVE 蛋白 结构 域 的 配 体 ,有 助 于 将 含有 这 两 种 结构 域 的 蛋白 质 招 募 到 膜 表 
面 。 例 如 ,和 蛋白质 激酶 B(PKB) 以 这 种 方式 从 细胞 质 基质 被 招募 到 质 膜 上 以 后 ,位 于 细胞 质 基质 一 侧 
的 其 他 激酶 催化 PKB 的 磷酸 化 ,使 之 激活 。 被 激活 的 PKB 再 催化 其 他 靶 蛋 白 的 SerThr 残 基 的 磷酸 化 ， 
诱发 靶 细 胞 产生 多 重 效应 。 

钙 离 子 作为 第 二 信使 的 第 一 个 功能 ,是 与 DG 和 磷脂 酰 丝氨酸 一 道 激活 蛋白 激酶 C(PKC)。 一 
典型 的 PKC 只 有 一 条 肽 链 构成 ,共有 672 个 氨基 酸 残 基 , 其 活性 中 心 紧 靠 C 端 , 中 间 部 分 是 结合 钙 离 
子 的 区 域 ,含有 “ 假 底 物 ”序列 的 调控 区 在 N 端 。 无 活性 的 PKC 溶解 在 细胞 质 基 质 中 ,其 活性 中 心 被 
假 底 物 序列 遮盖 。DG 产生 以 后 ,PKC 被 招募 到 细胞 膜 内 侧 ,1 分 子 的 PKC 可 与 1 分 子 DG、1 个 钙 离 
子 和 4 分 子 磷 脂 ( 主 要 是 磷脂 酰 丝 氨 酸 ) 结合 ,这 种 结合 导致 PKC 的 构象 发 生变 化 ,人 迫使“ 假 底 物 ” 序 
列 离 开 活 性 中 心 ,PKC 因此 被 彻底 激活 。 体 外 实验 表明 ,PKC 分 子 上 的 "“ 假 底 物 ”序列 也 可 被 蛋白 酶 
水 解 下 来 ,这 种 缺乏 假 底 物 序列 的 PKC 即使 没有 钙 离 子 和 磷脂 ,也 依然 具有 活性 。 

PKC 一 旦 被 激活 ,可 催化 多 种 半 蛋 白 或 酶 发 生 磷 酸化 修饰 ,被 修饰 的 氨基 酸 残 基 也 是 SerThr, 受 
到 修饰 的 蛋白 质 或 酶 的 活性 将 会 发 生变 化 。PKC 的 主要 底 物 包括 膜 受 体 、 膜 转运 蛋白 、 细 胞 骨架 和 许 
多 重要 代谢 途径 中 的 限 速 酶 。 其 中 对 细胞 骨架 的 作用 与 细胞 的 分 刻 相 关 ,GnRH 促进 脑 垂体 前 叶 分 泌 
促 性 腺 激素 就 是 这 种 功能 的 具体 表现 。 

钙 离 子 传感器 蛋白 (sensor) 是 另 一 类 受到 钙 离子 激活 的 蛋白 质 。 此 类 和 蛋白 都 具有 a 螺旋 - 环 -a 
螺旋 或 EF 手相 这 种 结构 模 体 (参看 第 二 章 “ 和 蛋白 质 的 结构 ” ), 其 中 环 能 结合 钙 离 子 。 在 较 低 的 Ca 
浓度 下 (10”~10” molL), 各 种 Ca* 传感器 蛋白 无 活性 ; 当 Ca* 浓度 提高 到 10“~10” molL ,它们 的 活性 
才能 表现 出 来 。 





由 美 籍 华裔 科学 家 张 槐 耀 首 先 发 现 的 钙 调 蛋白 (CaM) 就 是 其 中 最 重要 的 一 种 。CaM 是 一 种 对 
热 稳定 的 酸性 蛋白 ,由 148 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,1, 为 1.7x10 , 它 存 在 于 所 有 的 真 核 细胞 ,在 进化 上 具 
有 高 度 的 保守 性 ,如 酵母 细胞 与 人 的 CaM 在 一 级 结构 上 仅 相 差 3 个 氨基 酸 。 这 种 蛋白 质 在 三 维 结构 
上 像 一 个 哑铃 ,一段 7 圈 长 的 w 螺旋 将 两 个 球 叶 相 连 , 每 一 个 球 叶 具 有 两 个 w 螺旋 - 环 -a 螺旋 ,每 
一 个 w 螺旋 - 环 -a 螺旋 能 结合 一 个 钙 离 子 。 两 个 球 叶 之 间 的 a 螺旋 的 N 端 呈 踊 水 性 ,C 端 呈 酸性 。 
这 段 w 螺旋 (主要 是 酸性 部 分 ) 就 是 CaM 与 其 他 和 蛋白质 或 酶 (两 亲 螺 旋 的 碱 性 面 ) 相 互 作用 的 区 域 。 

对 CaM 的 激活 机 制 的 研究 已 有 突破 性 的 进展 ,许多 证 据 表明 ,在 没有 钙 离 子 的 情况 下 ,CaM 的 两 
球 叶 塌 陷 ,环绕 在 球 叶 之 间 的 a 螺旋 上 ,a 螺旋 上 的 疏水 段 和 酸性 区 段 因此 被 遮盖 ,这 时 CaM 没有 任 
何 活性 ;一 旦 结合 钙 离子 ,CaM 的 构象 立刻 发 生变 化 ,两 球 叶 发 生 移动 , 球 叶 之 间 的 螺旋 被 暴露 ,相关 
的 蛋白 或 酶 就 能 与 它 发 生 相 互 作用 ,它们 的 活性 也 因此 被 激活 。 

能 受到 CaM 调节 的 蛋白 质 或 酶 很 多 ,如 cAMP 磷酸 二 酯 酶 和 肌 球 蛋白 轻 链 激酶 。 在 这 些 例子 中 ， 
CaM 与 相应 的 酶 结合 ,临时 作为 这 些 酶 的 亚 基 , 以 调节 它们 的 活性 。 在 糖 原 磷 酸化 酶 b 激酶 中 , 它 则 
是 作为 一 个 永久 性 亚 基 发 挥 调节 的 作用 。 

受 CaM 激活 的 另 一 个 典型 代表 是 依赖 于 CaM 的 和 蛋 白质 激酶 (CaM dependent protein kinase,CaMPK)。 
该 激酶 由 12 个 亚 基 组 成 ,这 些 亚 基 排列 成 双 层 六 角形 。 构 成 激酶 的 亚 基 有 a 和 有 ,这 两 种 亚 基 在 结构 
上 高 度 同 源 ,可 以 按照 不 同 的 比例 结合 在 一 起 而 形成 不 同形 式 的 同 工 酶 。 在 脑 细胞 中 ,两 者 的 比例 是 
9 :3。 所 有 的 亚 基 都 能 够 与 CaM 结合 ,具有 催化 活性 ,并 能 发 生 自我 磷酸 化 。CaM 的 作用 是 刺激 它 的 
激酶 活性 ,激酶 的 活性 进而 可 催化 自身 的 磷酸 化 反应 ,而 这 种 自我 磷酸 化 作用 使 得 激酶 的 活性 不 再 依赖 
于 CaM 和 和 钙 离子 。 在 脑 细胞 中 ,这 种 蛋白 质 激酶 的 含量 非常 丰富 , 它 最 合适 的 底 物 是 细胞 骨架 。 

钙 调 磷 酸 酶 (caleineurin) 是 一 种 分 布 广泛 的 多 功能 磷酸 酶 ,也 受到 CaM 的 调节 。 这 种 磷酸 酶 可 水 
解 磷 蛋 白 分 子 上 的 磷酸 基 团 ,从 而 抵消 激酶 的 作用 。 这 种 酶 也 由 w 和 B 两 个 亚 基 组 成 ,其 中 a 亚 基 能 
结合 锌 离子 和 铁 离子 ,并 含有 活性 中 心 和 CaM 结合 位 点 ,B 亚 基 有 4 个 钙 离子 结合 位 点 。 

通过 Gq 蛋白 作用 的 激素 除了 GnRH, 还 有 TRF 血管 紧张 素 I/ 焉 肾上腺 素 ( 通 过 aw 受 体 ) 和 
AVP( 作 用 脑 垂体 前 叶 细胞 协助 ACTH 的 分 刻 ) 等 。 

在 磷酸 肌 醇 系统 中 ,Ca* 对 PKC 的 激活 与 Ca* 通过 CaM 对 CaMPK 的 激活 之 间 常 常 是 相互 协调 ， 
或 在 时 间 上 密切 配合 。 

3. G 蛋白 偶 联 的 受 体 作 用 系统 的 终止 

从 以 上 各 种 G 蛋白 系统 作用 的 具体 过 程 可 以 看 出 ,G 蛋白 系统 一 般 主 要 通过 激素 一 GPCR 一 *G 蛋白 
一 效应 器 一 第 二 信使 一 蛋白 质 激酶 一 靶 酶 或 靶 蛋 白 这 样 的 途径 依次 进行 信号 转 导 , 并 最 终 诱发 靶 细 胞 
产生 特殊 的 生物 学 效应 。 与 其 他 系统 一 样 ,G 蛋白 系统 在 靶 细 胞 中 不 能 始终 处 于 活化 状态 。 细 胞 必 
须 存 在 一 套 有 效 的 灭 活 机 制 ,能 使 靶 细胞 重新 恢复 到 最 初 的 静 息 状态 ,以便 接受 下 一 轮 刺 激 。 

有 以 下 几 种 机 制 与 G 蛋白 系统 的 灭 活 有 关 : 

GD) HR 解 离 ”激素 停止 分 沁 , 其 浓度 的 下 降 可 导致 HR 的 解 离 , 而 一 旦 HR 解 离 , 受 体 就 恢复 到 非 活 
性 构象 状态 。 解 离 下 来 的 配 体 可 能 被 代谢 分 解 掉 或 者 被 重 吸 收 。 例 如 , 乙酰胆碱 被 乙酰 胆 碱 酯 酶 水 解 成 
胆 碱 和 乙酸 , 友 上 腺 素 被 单 胺 氧化 酶 氧化 成 无 活性 的 醛 类 化 合 物 或 者 被 分 沁 它 的 细胞 重新 吸收 。 

(2) 受 体 脱 敏 ”这 种 过 程 会 因 激 素 的 不 同 而 不 同 。 某 些 受 体 经 G 蛋白 受 体 激酶 (G-protein receptor 
kinase,GPRK) 的 作用 发 生 磷酸 化 修饰 。 磷 酸化 的 受 体能 与 胞 内 的 B- 拘留 蛋白 (arrestin) 结合 。 这 种 
蛋白 质 一 方面 抑制 了 受 体 激活 G 蛋白 的 活性 , 另 一 方面 充当 网 格 蛋白 的 适 配 体 ,使 受 体 更 容易 发 生 由 
网 格 蛋 白 介 导 的 内 吞 , 从 而 使 质 膜 上 的 受 体 数目 下 降 。 

(3) 第 二 信使 的 降解 或 去 除 G 蛋白 系统 的 运转 与 第 二 信使 的 作用 是 分 不 开 的 ,但 是 无 论 哪 一 种 
第 二 信使 在 细胞 内 都 有 一 定 的 半衰期 ,比如 cAMP 可 被 A-PDE (一 种 专门 水 解 AMP 的 磷酸 二 酯 酶 ) 
催化 水 解 为 $-AMP。 巧 妙 的 是 ,A-PDE 本 身 就 是 PKA 的 一 个 底 物 ,在 PKA 激活 以 后 不 久 ,A-PDE 也 
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你 还 记得 霍乱 毒素 
受 体 的 化 学 本 质 吗 ? 


CT 和 PT 的 作用 是 
否 都 可 导致 各 自 靶 细胞 内 的 
CAMP 水 平 升 高 ? 
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很 快 被 磷酸 化 而 激活 去 水 解 cAMP。 当 cAMP 被 水 解 后 ,PKA 将 回 到 四 聚 体 状 态 ,PKA 的 活性 由 此 丧失 。 
又 如 磷酸 肌 醇 系统 中 产生 的 下, 可 被 磷酸 酶 依次 水 解 成 IP, .了 了 II 可 作为 重新 合成 PI 的 原料 ,PI 在 激 
酶 的 催化 下 形成 PIP,,DG 则 可 通过 脂 循环 重新 转变 为 磷脂 ,或 者 被 水 解 酶 进一步 水 解 成 甘油 和 脂肪 
酸 ,其 中 从 DG 的 2 号 位 凑 基 水 解 下 来 的 脂肪 酸 一 般 是 花生 四 烯 酸 ,花生 四 烯 酸 可 转变 为 前 列 腺 素 等 
许多 生理 活性 物质 ,作用 于 临近 的 细胞 ,引起 其 他 的 生物 学 效应 。 

踩 狂 症 是 一 种 常见 的 精神 疾患 ,患者 脑 细胞 上 的 磷酸 肌 醇 系统 过 于 活跃 。I 可 被 用 来 治疗 躁 狂 症 ， 
原因 是 它 能 在 体内 阻止 下- 江 , 这 也 就 阻止 了 PIP, 的 再 生 ,从 某 种 程度 上 也 就 抑制 了 IP;, 和 DG 的 形成 。 

钙 离子 可 被 钙 泵 重新 泵 回 内 质 网 腔 ,这 使 那些 依赖 于 钙 离 子 激活 的 蛋白 质 和 酶 恢复 到 原来 的 无 
活性 状态 。 

第 二 信使 的 代谢 若 受 到 抑制 ,无疑 会 延长 激素 的 作用 时 
间 。 例 如 , 茶 碱 和 咖啡 因 能 够 抑制 A-PDE 的 活性 ,因此 ,这 两 
种 物质 在 体内 能 够 延长 肾上腺 素 的 作用 时 间 , 即 有 兴奋 机 体 
的 功能 。 佛 波 脂 (phorbol ester) 是 一 种 天 然 的 肿瘤 促进 剂 , 原 
因 是 其 分 子 结构 的 一 部 分 和 DG 非常 相似 (图 17-18), 在 体内 
能 够 直接 激活 PKC。 但 由 于 佛 波 脂 自 身 很 难 被 代谢 掉 ,PKC 
将 受到 它 的 持续 激活 ,最 终 可 导致 细胞 的 癌变 。 

(4) G 蛋白 的 自我 灭 活 “ 这 是 由 G 蛋白 本 身 具 有 的 GCTP 
酶 活性 来 完成 的 。 已 知 G 蛋白 的 w 亚 基 具有 GTP 酶 活性 , 虽 
然 活性 不 高 ,但 是 仍然 可 使 G 蛋白 从 有 活性 的 状态 变 成 无 活性 的 状态 。9G 蛋白 所 具有 的 GTP 酶 活性 
不 可 以 很 高 ,否则 G 蛋白 还 没 来 得 及 起 作用 就 把 自己 灭 活 掉 了 。 

许多 G 蛋白 的 GTP 酶 活性 还 需要 CAP 激活 。GAP 能 提高 CTP 酶 活性 ,从 而 加 快 G 蛋白 灭 活 的 
速率 。 如 果 G 蛋白 的 GTP 酶 活性 受到 抑制 ,将 会 导致 冯 细 胞 持续 处 于 活化 状态 ,而 影响 细胞 的 正常 
功能 。MecCune Albright 综合 征 是 一 种 骨骼 异常 和 骨 宫 肿 疾患 ,其 病因 是 Gsa 亚 基 的 Arg201 突变 为 
His201 或 Cys201 ,从 而 导致 GTP 酶 失 活 , 引 起 AC 持续 的 激活 。 

此 外 ,霍乱 的 发 病 机 理 也 与 此 相关 。 霍 乱 是 一 种 肠 道 传染 病 ,由 霍乱 弧 菌 引起 。 霍 乱 弧 菌 可 产生 
一 种 外 毒素 即 霍乱 毒素 (cholera toxin,CT),CT 由 1 个 Al 亚 基 .1 个 A2 亚 基 和 4 个 B 亚 基 组 成 ,Al 亚 
基 和 A2 亚 基 之 间 通 过 二 硫 键 相 连 , 在 小 肠 上 皮 细 胞 的 细胞 膜 上 有 它 的 受 体 。CT 作用 小 肠 上 皮 细 胞 
的 第 一 步 是 B 亚 基 与 受 体 结合 ,随后 Al 亚 基 和 A2 亚 基 之 间 的 二 硫 键 被 还 原 ,Al 亚 基 随 即 进入 细胞 
内 。 在 细胞 内 ,Al 亚 基 作为 一 种 特殊 的 转移 酶 ,催化 NAD* 分 子 上 的 ADP- 核糖 基 转 移 到 Gsa 亚 基 的 
Arg201 残 基 上 (与 MeCune Albright 综合 征 突变 的 氨基 酸 残 基 相同 ), 反 应 式 为 : 

Gs-Arg +NAD* 一 -一 Gs-Arg- 核糖 -ADP + 烟 酰胺 

Gs 蛋白 被 修饰 以 后 ,其 GTP 酶 的 活性 由 此 丧失 。 由 于 小 肠 对 水 分 的 排泄 依赖 于 Gs 蛋白 对 AcC 的 
激活 ,因此 Gs 蛋白 的 GTP 酶 活性 的 丧失 必然 会 导致 AC 的 持续 活化 。 这 使 得 cAMP 大 量 被 合成 ,小 
肠 便 在 短 时 间 内 丢失 大 量 水 分 和 电解 质 。 患 者 因此 出 现 持续 的 腹泻 和 呕吐 症状 ,严重 可 致死 。 

GTP 的 类 似 物 CTPNH 和 GTPCH; (分 别 由 N 和 C 取代 GTP 分 子 上 8 和 y 磷酸 根 之 间 的 0), 能 
够 代替 GTP 与 G 蛋白 的 a 亚 基 结合 ,但 却 不 能 被 GTP 酶 水 解 , 因 此 ,在 细胞 中 加 入 这 几 种 GTP 的 类 
似 物 也 可 导致 C 蛋白 系统 的 持续 活化 。 

百日咳 (pertussis,whooping cough) 是 由 百日咳 杆菌 所 致 的 急性 呼吸 道 传染 病 。 这 种 细菌 能 产生 一 
种 外 毒素 一 一 百日咳 毒素 (pertussis toxin,PT)。PT 由 1 个 A 亚 基 和 5 个 B 亚 基 组 成 。A 亚 基 能 进入 
呼吸 道上 皮 细 胞 ,作为 一 种 转移 酶 来 催化 NAD* 上 的 ADP- 核糖 基 转 移 到 Gia 亚 基 的 一 个 Cys 残 基 上 ， 
这 种 修饰 可 阻止 结合 在 Cic 上 的 GDP 与 细胞 质 基 质 中 的 GTP 进行 交换 ,也 就 阻止 了 Gi 蛋白 抑制 AC。 

(5) 蛋白 质 的 去 磷酸 化 ”除了 嗅觉 .味觉 和 视觉 以 外 ,G 蛋白 系统 最 终 一 般 都 会 涉及 一 些 蛋 白质 


和 (CH2)i2CH3 





激酶 (如 PKA、PKC 和 依赖 于 CaM 的 蛋白 质 激酶 ) 对 靶 蛋 白 进 行 磷酸 化 修饰 。 然 而 ,细胞 内 还 存在 另 
一 类 催化 磷酸 根 水 解 的 磷 蛋 白 磷 酸 酶 (phosphorylated protein phosphatase,PPP)。PPP 所 起 的 作用 是 让 
被 激酶 修饰 的 蛋白 质 恢复 到 原来 的 脱 磷酸 化 状态 。 

除了 多 种 激素 可 通过 G 蛋白 进行 信号 转 导 以 外 ,高 等 动物 视觉 .嗅觉 以 及 味觉 的 形成 虽然 不 是 由 
激素 介 导 的 ,但 其 中 也 涉及 不 同 的 G 蛋白 。 其 中 视觉 的 产生 需要 Gt 蛋白 ,嗅觉 的 产生 需要 Golf 蛋白 ， 
味觉 的 产生 需要 味觉 素 。 

(二 ) 酶 受 体系 统 

1. 受 体 鸟 昔 酸 环 化 酶 系统 


该 系统 的 受 体 具有 潜在 的 鸟 背 酸 环 化 酶 (GC) 活性 ,不 需要 G 蛋白 ,以 cGMP 作为 第 二 信使 。 通 ， 


过 此 系统 起 作用 的 激素 有 :心房 利 钠 肽 (atrial natriuretic peptide,ANP)、 脑 利 钠 肽 (brain natriuretic 
peptide,BNP) 和 C 型 利 钠 肽 (C-type natriuretic peptide,CNP)。 

ANP 也 称 为 心 钠 素 或 心房 利 钠 因子 (atrial natriuretic factor,ANF), 由 心房 上 特殊 的 细胞 合成 和 分 沁 。 
PKC 能 促进 它 的 分 泌 ,PKA 则 能 抑制 它 的 分 泌 。ANP 主要 作用 肾 小 管 细胞 ,其 受 体 就 横 跨 在 这 种 细胞 的 
质 膜 上 ,只 由 一 条 肽 链 组 成 ,在 细胞 膜 的 外 侧 含有 ANP 结合 部 位 ,在 细胞 质 一 侧 具 有 GC 活性 部 位 。 

如 图 17-19 所 示 ,ANP 的 结合 会 诱导 受 体 构 象 发 生变 化 , 受 体位 于 细胞 质 一 侧 的 GC 随后 被 激 
活 。GC 催化 细胞 质 里 的 GTP 环 化 形成 cGMP ,后 者 作为 第 二 信使 ,激活 依赖 于 cGMP 的 蛋白 质 激 
酶 (cGMP-dependent protein kinase,PKG)。PKG 由 2 个 完全 相同 的 亚 基 组 成 ,每 一 个 亚 基 的 M, 为 
7.6x10 ' ,其 中 前 100 个 氨基 酸 残 基 负 责 亚 基 之 间 的 聚合 ,在 C 端 含有 激酶 的 活性 中 心 。 每 一 个 亚 基 
能 结合 2 分 子 的 cGMP ,结合 cGMP 的 部 位 结构 与 PKA 的 R 亚 基 结 合 cAMP 的 部 位 结构 同 源 。 当 每 
一 个 亚 基 各 结合 2 个 cGMP 以 后 ,PKG 的 构象 即 发 生变 化 ,其 蛋白 激酶 的 活性 被 激活 。 与 PKA 、PKC 
一 样 的 是 ,PKG 也 是 一 种 SerThr 激酶 ,被 激活 后 可 催化 靶 细 胞 内 的 一 系列 靶 和 蛋白 或 靶 酶 进行 磷酸 
化 修饰 ,而 产生 特殊 的 生物 学 效应 。 

2. 受 体 酷 氨 酸 蛋白 激酶 系统 (receptor tyrosine kinase,RTK) 

该 系统 对 于 细胞 的 生长 和 分 裂 极为 重要 ,具有 以 下 几 个 比较 重要 的 特征 : 

(1) 通过 该 系统 发 挥 作用 的 激素 主要 是 一 些 生长 因子 ”例如 :胰岛 素 ,表皮 生长 因子 (epidermal 
growth factor,EGF) .血小板 衍生 的 生长 因子 (platelet derived growth factor,PDGF)、 集 落 刺激 因子 -1(colony 
stimulating factor-1,CSF-1) 神经 生长 因子 nerve growth factor,NGF) 以 及 类 胰岛 素 生 长 因子 -TI 和 I(insulin 
like growth factor,IGF) 等 。 生 长 因子 是 一 类 能 够 促进 细胞 生长 和 分 裂 的 物质 ,在 化 学 本 质 上 通常 为 多 肽 
或 蛋白 质 ,一 般 以 旁 分 泌 或 者 自分 记 的 方式 起 作用 。 

(2) 受 体 具有 潜在 的 酷 氨 酸 蛋 白 激酶 的 活性 

(3) 受 体 具 有 高 度 保守 的 结构 ,一般 可 分 成 3 个 功能 区 : 配 体 结 合 区 、 跨 膜 区 和 胞 内 酷 氨 酸 激 
酶 区 (图 17-20)。 

配 体 结合 区 面向 胞 外 ,位 于 肽 链 的 N 端 ,是 与 生长 因子 结合 的 区 域 。 该 区 域 具有 多 个 潜在 的 糖 
基 化 位 点 (Asn-X-SerThr,X 代表 任何 氨基 酸 ), 且 富 含 Cys 残 基 ; 跨 膜 区 是 一 段 单 跨 膜 的 朴 水 w 螺旋 ， 
它 将 配 体 结合 区 和 激酶 活性 区 联系 在 一 起 ; 酷 氨 酸 激酶 区 的 活性 受 相 关 的 生长 因子 的 控制 。 当 与 相 
应 的 生长 因子 结合 以 后 , 受 体 的 构象 发 生变 化 , 酷 氨 酸 激酶 区 的 活性 可 提高 3 倍 之 多 。 激 酶 的 底 物 包 
括 受 体 本 身 以 及 细胞 内 其 他 一 些 蛋 白质 。 激 酶 的 底 物 若是 受 体 本 身 , 就 导致 受 体 的 自我 磷酸 化 修饰 。 
这 种 自我 磷酸 化 修饰 改变 了 受 体 的 电荷 和 构象 ,不 仅 能 够 进一步 刺激 受 体 所 具有 的 酷 氨 酸 激酶 的 活 
性 ,还 为 招募 含有 SH2 (Src-homology 2) 结构 域 的 蛋白 质 ( 例 如 Sre、 Shec、CB1、CGAP、PLCY 磷脂 酰 肌 醇 
激酶 和 Grb2/Sem-5 蛋白 ) 与 受 体 的 结合 创造 了 条 件 (图 17-21), 由 此 也 启动 了 多 种 蛋白 质 之 间 的 相互 
作用 和 磷酸 化 的 级 联 反应 。 

(4) 一 般 都 会 激活 特定 基因 的 表达 。 这 是 将 胞 外 信和 号 转 导 到 细胞 核 最 重要 的 途径 。 


视觉 .嗅觉 和 味觉 
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17-19 心房 利 钠 肽 的 作用 图 解 17-20 “ 几 种 生长 因子 受 体 的 结构 





细胞质 基质 上 目 、 疾 和 任 仿 | 吊 被 激活 的 蛋白 
站 之 二 质 酷 氨 酸 激 本 
酶 结构 域 
受 体 酷 氨 酸 激酶 受 体 二 聚 化 与 激活 
(RTK) 层 片 的 自我 磷酸 化 


转 17-21 RTK 系统 的 受 体 激活 


(5) 酷 氨 酸 残 基 的 脱 磷 酸化 由 专门 的 蛋白 质 酷 氨 酸 磷酸 酶 (protein tyrosine phosphatase,PTP) 
催化 。 磷 酸 酶 的 作用 是 逆转 由 激酶 引发 的 反应 ,其 中 某 些 磷酸 酶 也 作为 受 体 (如 CD45 抗原 ) 定位 
在 细胞 膜 上 。 

(6) 与 细胞 的 癌变 有 密切 的 联系 ”细胞 的 癌变 是 指 细胞 的 分 裂 失 去 控制 ,而 引起 细胞 癌变 的 因素 
较为 复杂 ,有 理化 因素 (如 紫外 线 和 黄 曲霉 素 ), 还 有 生物 学 因素 (如 肿瘤 病毒 )。 分 子 水 平 的 研究 已 表明 ， 
在 真 核 生物 和 肿瘤 病毒 的 基因 组 内 有 一 类 与 癌症 发 生 相 关 的 基因 ,这 类 基因 被 称 为 癌 基 因 (oncogene)。 
其 中 存在 于 真 核 生 物 基 因 组 中 的 癌 基 因 被 称 为 细胞 癌 基 因 或 原 瘤 基因 (cellular oncogene,c-onc), 而 存 
在 于 肿瘤 病毒 基因 组 之 中 的 癌 基 因 被 称 为 病毒 癌 基 因 (viral oncogene,v-once)。 原 瘤 基 因 在 正常 的 细胞 
内 是 良性 的 ,其 表达 产物 为 细胞 的 功能 所 必需 ,主要 起 着 调节 细胞 生长 和 分 化 的 作用 。 当 它们 受到 各 
种 因素 的 作用 而 发 生 罕 变 ,或 者 在 细胞 中 过 量 表 达 之 后 ,可 导致 细胞 的 癌变 。 

现 已 发 现 有 近 百 种 结构 不 同 的 原 癌 基因 ,根据 表达 产物 的 化 学 本 质 和 生物 功能 特征 ,大 致 可 将 它 
们 划分 为 以 下 几 类 :中 蛋白 质 激 酶 类 ,这 类 瘤 基 因 的 产物 具有 和 蛋白质 激酶 的 活性 ,有 的 具有 酷 氨 酸 激 
酶 的 活性 ,有 的 具有 丝 氮 酸 / 苏 氨 酸 激酶 活性 (如 c-Sre 和 c-Fps);@ 生 长 因子 类 ,这 类 瘤 基 因 的 产物 本 
质 上 也 属于 生长 因子 (例如 c-Sis);@ 生 长 因子 受 体 类 ,这 类 瘤 基 因 的 产物 定位 于 某 些 细胞 的 质 膜 上 ， 
充当 生长 因子 的 受 体 ( 例 如 c-Erb B);@ G 蛋白 类 (如 c-Ras);@@) 转 录 因 子 类 ,这 类 瘤 基 因 的 产物 是 一 类 
调节 基因 转录 的 蛋白 质 因子 (例如 ec-Fos 和 c-Jun)。 

病毒 癌 基 因 则 随 着 病毒 感染 细胞 而 进入 胞 内 ,在 利用 宿主 细胞 的 表达 系统 得 到 表达 后 ,可 直接 作 
用 宿主 细胞 内 与 细胞 生长 和 分 裂 有 关 的 信号 通路 ,干扰 正常 的 信号 转 导 而 导致 细胞 癌变 。 与 原 瘤 基 





因 相 比 , 病 毒 癌 基 因 的 产物 大 多 数 是 某 种 生长 因子 和 某 些 激素 作用 系统 中 某 一 成 分 的 类 似 物 。 这 些 
病毒 癌 基 因 在 正常 的 细胞 中 表达 以 后 ,持续 模拟 生长 因子 或 激素 的 效应 ,而 导致 细胞 的 癌变 。 例 如 猿 
猴 肉 瘤 病 毒 的 癌 基 因 vi 在 受 宿 主 细胞 中 表达 的 产物 与 PDGF 的 一 个 亚 基 几 乎 是 相同 的 ,因此 受 猿 
猴 肉 瘤 病 毒 感染 的 细胞 会 大 量 表达 这 种 PDGF 的 类 做 物 。 大 量 的 PDGF 类 似 物 可 而 持续 地 刺激 宿主 
细胞 的 生长 和 分 裂 ,而 导致 其 发 生 瘤 变 。 再 如 一 种 名 为 erbB 的 病毒 癌 基 因 ,编码 的 蛋白 质 是 一 个 截 
断 了 的 EGF 受 体 一 一 缺乏 了 EGF 的 结合 部 位 ,但 保留 着 跨 膜 区 和 胞 内 的 酷 氨 酸 激酶 区 。 这 样 的 受 体 类 
似 物 不 需要 结合 EGF 就 有 了 酷 氨 酸 激酶 的 活性 。 在 已 发 现 的 20 多 种 逆转 录 病 毒 中 ,有 近 一 半 的 病毒 
癌 基 因 所 编码 的 蛋白 质 具 有 酷 氨 酸 激酶 的 活性 。 

下 面 分 别 以 ECGF 和 胰岛 素 为 例 , 详 细 说 明 RTK 系统 是 如 何 运 转 的 。 

EGF 是 最 早 发 现 的 一 种 多 肽 生长 因子 ,由 动物 的 唾液 腺 合成 。1972 年 ,Cohen 首先 发 现 它 能 够 诱 
导 新 出 生 的 小 鼠 眼 瞪 的 张 开 和 长 牙 。 进 一 步 研究 表明 ,EGF 能 够 与 血清 一 起 ,刺激 由 外 胚层 和 中 胚层 
衍生 而 来 的 细胞 的 分 裂 , 并 可 抑制 胃液 的 分 沁 。 

EGF 的 受 体 是 第 一 个 被 克隆 的 受 体 酷 氨 酸 激酶 ,是 单一 的 糖 蛋白 。 如 图 17-22 所 示 , 当 与 EGF 
结合 后 , 受 体 在 细胞 膜 上 的 流动 性 增强 ,相互 靠近 形成 二 聚 体 。 受 体 的 构象 因此 发 生变 化 ,使 其 潜在 
的 酷 氨 酸 激酶 的 活性 得 以 激活 ,于 是 单 体 之 间 可 相互 催化 对 方 的 磷酸 化 反应 。 这 种 自我 磷酸 化 反应 
可 使 激酶 的 活性 进一步 增强 。 当 受 体 分 子 胞 内 结构 域 处 于 特定 位 置 的 酷 氨 酸 残 基 被 磷酸 化 修饰 以 后 ， 
同时 含有 SH2 和 SH3 结构 域 的 接头 蛋白 (adaptor protein), 如 Grb2/Sem-5(Grb2 为 哺乳 动物 细胞 中 的 
接头 蛋白 ,Sem-5 为 线虫 细胞 中 的 接头 蛋白 ), 会 在 一 头 用 它 的 SH2 结构 域内 一 个 带 正 电 荷 的 口袋 与 
化 的 酯 氨 酸 残 基 结 合 . 另 一头 

人 用 SH3 结构 域内 一 个 朴 水 的 口袋 
与 Sos 蛋白 的 C 端 一 段 富 含 Pro 的 
下 水 肽 段 结合 。 于 是 Sos 蛋白 被 招 
募 到 细胞 质 膜 , 直接 作用 位 于 细胞 
质 膜 胞 质 基 质 一 侧 的 Ras 和 蛋白。 
在 某 些 细胞 中 ,Grb2/Sem-5.Sos 
复合 物 通过 另 一 种 接头 蛋白 She 与 
”激活 的 受 体 结合 。Ras 蛋白 作为 小 
G 和 蛋白 , 凡 为 2.1x10'*, 通 过 异 成 二 
烽 基 团 锚 定 在 细胞 质 腊 上。 与 其 他 
G 和 蛋白 一 样 ,Ras 蛋白 也 有 两 种 形 
式 ,一 种 是 与 CDP 结合 的 无 活性 的 
形式 , 另 一 种 是 与 CTP 结合 的 有 活 
性 的 形式 ,两 种 形式 可 相互 转变 。 
与 Grb2 结合 的 Sos 蛋白 也 是 
一 种 鸟 苷 酸 交 换 因 子 , 它 可 以 促 
进 细胞 质 基 质 中 的 GTP 取代 原来 
与 Ras 蛋白 结合 的 CDP,Ras 和 蛋白 
因而 被 激活 。 被 激活 的 Ras 蛋白 
(Ras'GTP) 再 激活 下 游 的 SevThr 蛋 
白 激酶 链 ,并 最 终 将 信和 号 转 导 到 细 
胞 核 内 ,促进 细胞 的 分 裂 和 生长 。 
而 Ras 蛋白 所 具有 的 GTP 酶 活性 





17-22 RTK 系统 的 详细 图 解 
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很 快 在 GAP 的 激活 下 ,催化 结合 的 GTP 水 解 成 GDP, 从 而 使 Ras 蛋白 恢复 到 无 活性 的 Ras-GDP 状态 。 
医学 研究 表明 ,有 近 30% 的 人 类 癌症 含有 rus 基因 的 突变 ,这 种 突变 绝 大 多 数 会 导致 CTP 酶 活性 的 丧失 。 

受 Ras 蛋白 激活 的 SevThr 蛋白 激酶 多 数 是 原 癌 基因 的 产物 ,主要 包括 以 下 几 种 :GDRaf 蛋白 ,也 称 
作 有 丝 分 裂 原 激活 蛋白 激酶 的 激酶 的 激酶 (mitogen-activated protein kinase kinase kinase,MAPKKK), 它 由 
Ras 蛋白 直接 激活 ,也 可 以 受 PKC 催化 的 磷酸 化 修饰 而 激活 。 当 Raf 蛋白 被 激活 后 ,可 催化 有 丝 分 裂 原 
激活 蛋白 激酶 的 激酶 (mitogen-activated protein kinase kinase,MAPKK) 的 SerThr 残 基 进 行 磷酸 化 修饰 ,从 
而 激活 MAPKEK 的 活性 。CMAPKK 也 称 为 MEK, 是 一 种 双 功 能 激酶 ,被 MAPKKK 激活 化 后 能 对 MAPK 
在 TEY(Thr-CGlu-Tyr) 序列 中 的 Thr 或 Tyr 残 基 进 行 磷 酸化 修饰 ,从 而 激活 有 丝 分 裂 原 激活 蛋白 激酶 
(mitogen-activated protein kinase,MAPK) 的 活性 。CBDOMAPK 在 受 MAPKEK 的 激活 后 ,从 细胞 质 基 质 迁 移 到 
细胞 核 ,在 细胞 核 内 催化 EIK-1、c-Fos 和 c-Jun 等 转录 因子 的 磷酸 化 ,这 些 转 录 因 子 再 进一步 激活 参与 
细胞 分 裂 的 基因 表达 ,如 周期 蛋白 D1, 并 最 终 导致 靶 细 胞 的 生长 和 分 裂 。@MAPK 还 能 促进 MAPK 磷 
酸 酶 -1 (MAPK phosphatase-1,MKP-1) 的 基因 表达 ,MKP-1 表达 以 后 可 催化 MAPK 的 去 磷酸 化 ,从 而 终 
止 MAPK 的 作用 。 

胰岛 素 的 受 体 由 2 个 w 亚 基 和 2 个 B 亚 基 组 成 , 亚 基 之 间 有 二 硫 键 。 胰 岛 素 的 结合 位 点 在 w 亚 基 上 。 
胰岛 素 与 辟 亚 基 的 结合 导致 8 亚 基 的 构象 发 生 oo 
变化 。 此 时 ,位 于 B 亚 基 C 端的 酷 氨 酸 激酶 结 全 二 ( 训 本) 
构 域 催化 受 体 发 生 自 我 磷酸 化 ,进一步 激活 其 R 疡 
酷 氨 酸 激酶 活性 。 

胰岛 素 受 体 激 酶 的 底 物 已 被 发 现 有 12 种 
之 多 ,它们 统称 为 IRS (insulin receptor substrate)。 
IRS 被 磷酸 化 后 ,可 招募 和 激活 细胞 内 一 系列 
含有 SH2 结构 域 的 下 游 蛋 白质 ,例如 PLC-Y、 
PI3K 和 Grb2/Sos 等 ,从 而 进一步 激活 其 他 的 | 2 
信号 通路 。 由 于 不 同 的 细胞 含有 不 同 的 具有 
SH2 结构 域 的 蛋白 质 ,因此 ,即使 配 体 相同 , 产 
生 的 反应 也 不 一 定 相 同 。 如 果 IRS 激活 的 是 
PLC-?Y ,磷酸 肌 醇 系 统 就 被 启动 ;如 果 IRS 激活 
Grb2/Sos , 就 与 EGF 一 样 ,启动 的 是 MAPK 通 
路 ;如 果 激 活 的 是 PI3K, 细 胞 内 的 PKB 通路 就 
被 启动 (图 17-23)。PKB 被 激活 后 ,不 仅 可 促进 
葡萄 糖 转运 蛋白 4(GLUT4) 从 细胞 内 的 小 宫 泡 
膜 移 位 到 质 膜 上 ,以 提高 葡萄 糖 的 转运 (参看 第 
二 十 一 章 “生物 大 分 子 的 消化 和 吸收 ”), 还 能 提 
高 蛋白 质 的 合成 以 及 通过 磷酸 化 使 糖 原 合 酶 抑 
制剂 CSK3 失 活 ,进而 刺激 糖 原 合 成 。 

除了 受 体 鸟 昔 酸 环 化 酶 系统 和 受 体 酷 氨 酸 
激酶 系统 之 外 , 受 体 丝氨酸 / 苏 氨 酸 激酶 系统 和 
受 体 酷 氨 酸 磷酸 酶 系统 也 具有 潜在 酶 的 活性 。 
这 两 个 系统 中 受 体 的 酶 活性 同样 只 有 在 相应 激 
素 结合 上 以 后 才 会 被 激活 。 事件 

(三 ) NO 系统 

NO 是 一 种 化 学 性 质 活 泌 \ 具 有 毒性 的 小 分 。 轩 17-23 胰 久 素 作 用 的 分 了 机 制 
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子 气 体 , 早 在 1772 年 就 由 Joseph Priestly 发 现 ,长 期 以 来 一 直 被 视 为 由 化 石 燃 料 燃烧 汽车 尾气 和 吸 
烟 产 生 的 有 毒 污染 物 , 它 在 体内 居然 能 够 作为 细胞 之 间 的 信号 分 子 , 这 的 确 大 大 出 乎 人 们 的 意料 。 
Ferid Murad 在 1977 年 发 现 ,NO 气泡 通过 含有 乌 苷 酸 环 化 酶 (guanylyl cyclase,GC) 的 组 织 ,可 导致 
组 织 内 cGMP 水 平 的 升 高 ,而 硝化 甘油 也 能 激活 相同 的 GC 活性 ,由 此 他 推测 硝化 甘油 在 体内 能 够 释 
放出 NO。1980 年 Robert F. Furchgott 发 现 , 血 管内 皮 细胞 在 乙酰 胆 碱 的 作用 下 ,能 产生 一 种 促进 血管 
松弛 的 因子 (endothelium-derived relaxation factor,EDRF), 但 他 并 不 能 确定 EDRF 的 化 学 本 质 ;1986 年 
Louis Ignarro 也 发 现 ,血红 蛋白 接触 到 受 刺 激 的 内 皮 细 胞 产生 的 EDRF ,与 接触 到 NO 以 后 发 生 的 光谱 
迁移 完全 相同 ,这 就 证 明了 EDRF 就 是 NO。 

NO 在 体内 可 介 导 多 种 生理 功能 ,特别 可 在 心血 管 系统 .中枢 和 周围 神经 系统 以 及 宿主 防御 等 系 
统 中 发 挥 重要 作用 ,并 可 能 参与 多 种 疾病 的 发 生 过 程 。Science 在 1992 年 曾 将 其 评 为 当年 的 “年 度 分 
子 ”, 而 对 该 气体 的 发 现 和 研究 有 杰出 贡献 的 三 位 美国 科学 家 一 一 Furchgott、Ignarro 和 Murad ,也 因此 
分 享 了 1998 年 的 诺 贝尔 生理 学 或 医学 奖 。 

在 体内 ,NO 由 一 氧化 氮 合 酶 (nitric oxide synthase,NOS) 催化 产生 ,其 主要 前 体 是 L-Arg。NOS 由 
两 个 相同 的 亚 基 组 成 ,每 个 亚 基 含有 1 分 子 FMN 1 分 子 FAD 1 分 子 四 氧 生物 蝶 哈 和 1 分 子 高 铁血 
红 素 ,这 些 辅助 因子 的 作用 是 促进 Arg 失去 5 个 电子 而 生成 NO (图 17-24)。 已 发 现 有 三 类 NOS: 一 
类 是 神经 元 型 neuronal NOS,nNOS), 一 类 是 内 皮 细 胞 型 (endothelial NOS,eN0OS), 还 有 一 类 是 诱导 型 
(inducible NOS,iNOS)。 这 三 类 NOS 存在 于 多 种 类 型 的 细胞 和 组 织 之 中 ,其 中 nNOS 和 eN0OS 主要 分 别 
存在 于 脑 细胞 和 内 皮 细 胞 ,这 两 类 NOS 呈 组 成 型 表达 ,在 细胞 内 Ca 浓度 提高 的 情况 下 ,会 受到 Ca 
CaM 的 激活 。 而 iNOS 主要 存在 于 巨 叹 细 胞 . 亲 核 细胞 ,内皮 细胞 和 平滑 肌 细 胞 ,但 只 有 在 机 体 处 在 胁 
迫 的 条 件 下 (如 细胞 受到 细胞 因子 或 细菌 内 毒素 的 刺激 ), 它 才 被 诱导 表达 ,而 一 旦 被 诱导 表达 ,可 存留 
很 长 时 间 。iNOS 的 活性 与 Ca* 浓度 无 关 , 但 仍然 依赖 于 CaM 的 结合 , 且 与 CaM 的 结合 更 为 紧密 ,也 
因此 导致 体内 产生 更 高 水 平 的 NO。 

NO 的 反应 性 极 强 , 在 体内 可 参与 许多 反应 ,很 容易 通过 细胞 膜 扩散 到 邻近 的 细胞 ,对 邻近 细胞 产 
生 作 用 。 在 红细胞 内 , 它 能 够 与 氧 合 血红 蛋白 或 非 氧 合 血红 蛋白 发 生 下 面 的 反应 :NO+Hb0O: 一 >NO” + 
Hb 或 NO+Hb 一 *Hb(NO); 在 巨 吹 细 胞 和 亲 核 细胞 中 , 它 能 与 0;( 超 氧 阴离子 ) 结 合 形成 毒性 更 强 的 
超 氧 亚 硝酸 (OONO-), 超 氧 亚 硝酸 质子 化 后 进一步 转化 成 高 度 反应 性 的 自由 基 :OH 和 NO:, 自 由 
aauaoaoon 和 人 0 古本 用 采 过 郊 设 关 服 间 玉 鬼 末 聊 : 丰 俐 四 直 
细胞 合成 的 NO ,或 者 与 平滑 肌 接 头 的 神经 细胞 合 
成 的 NO ,很 容易 扩散 到 在 临近 的 平滑 肌 细胞 中 ， 
并 激活 一 种 可 溶性 的 GC (与 其 血红 素 辅 基 结合 ， 
诱导 酶 的 构象 发 生变 化 ,提高 酶 活性 达 50 倍 之 
多 ), 产 生 cGMP,cGMP 再 激活 PKA 的 活性 ,PKA 
最 终 可 以 导致 平滑 肌 的 松弛 。 

硝化 甘油 可 用 来 治疗 心脏 病 ,原因 就 是 它 在 
体内 可 转变 为 NO。NO 是 一 种 强劲 的 血管 扩张 
剂 , 它 在 合成 以 后 ,通过 自由 扩散 经 间隙 连接 ,从 
内 皮 细 胞 进入 平滑 肌 。 在 这 里 ,NO 为 平滑 肌 的 第 
一 信使 ,进入 平滑 肌 细 胞 后 激活 GCC ,产生 cGMP。 
cGMP 作为 第 二 信使 激活 内 质 网 膜 上 的 钙 泵 ,并 降 
低 细 胞 质 基质 自由 Ca 的 浓度 ,而 Ca 的 浓度 下 
降 使 收缩 的 肌 动 蛋白 丝 / 肌 球 蛋白 滑动 分 开 , 从 而 
图 7-25 NO 有 外 使 平滑 肌 松弛 ,血管 扩张 (图 17-25)。 
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万 艾 可 的 一 种 副 作 
用 与 视觉 有 关 , 你 认为 其 中 


的 原因 是 什么 ? 
GO 
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在 阴茎 海绵 体 中 ,性 刺激 可 促进 NO 的 释放 ,NO 使 c<GMP 产生 增加 ,后 者 使 血液 流入 阴 葵 增多 而 
产生 勃起 。 万 艾 可 (Viagra) 是 现在 一 种 治疗 男性 性 功能 障碍 即 勃 起 功能 障碍 的 药物 ,其 作用 机 理 是 : 
它 在 体内 可 特异 性 抑制 PDES5S 的 活性 ,而 PDE5 主要 存在 于 阴茎 海绵 体 组 织 中 专门 水 解 cGMP ,因此 万 


艾 可 的 存在 能 够 提高 cGMP 在 这 种 组 织 中 的 半衰期 。 


NO 在 植物 体内 也 可 作为 信号 分 子 ,但 对 于 植物 来 说 , 它 还 可 以 通过 硝酸 还 原 酶 (nitrate reductase) 
产生 。NO 在 植物 体内 的 生理 作用 主要 包括 :中 作 为 一 种 发 育 调节 物 , 能 够 促进 发 芽 .叶子 伸 展 和 根 生 
长 ,推迟 叶子 衰老 和 果实 成 熟 ;@) 作 为 植物 抵抗 不 容 性 病原 体 (incompatible pathogen) 的 关键 信号 ,诱发 
抗 性 相关 的 高 敏感 细胞 死亡 ;@ 能 激活 一 些 防御 基因 的 表达 ,从 而 在 植物 获得 系统 性 抗 性 中 起 作用 ; 
全 与 蛋白 质 分 子 上 的 半 胱 氨 酸 琉 基 共 价 结合 ,使 琉 基 -SH 转化 为 -SNO, 从 而 导致 蛋白 发 生 亚 硝 基 化 
(Cnitrosylation), 这 种 修饰 对 多 种 蛋白 质 的 功能 具有 调节 作用 ,尤其 是 对 那些 参与 植物 抗 病 的 蛋白 质 。 


框 17-2 ”生化 趣事 一 一 毒气 的 妙用 


CO 和 HS 都 曾 被 一 直 认 为 是 两 种 对 机 体 有 百 害 无 一 益 的 气体 ,但 现在 都 被 确认 为 两 种 重要 的 气体 
告 号 分 子 , 在 机 体内 都 可 以 在 特定 的 酶 催化 下 产生 ,很 容易 通过 自由 扩散 的 原理 到 达 靶 细胞 ,主要 是 在 循 


环 和 神经 系统 中 起 作用 。 
对 于 CO 





言 , 它 的 重要 生理 功能 包括 :调节 血管 形成 , 平 漠 肌 细胞 分 恤 、` 神 经 转 导 和 血小板 凝 桶 以 





及 抗 炎症 和 抗 凋 亡 。 它 在 机 体内 的 合成 与 血红 素 的 分 解 代 谢 有 关 (图 17-26), 主要 由 内 质 网 上 的 血红 素 

加 氧 梅 (heme oxygenase) 催化 。 这 种 酶 存在 于 人 体 所 有 的 组 织 , 故 体内 几乎 所 有 的 细胞 都 能 产生 CO。 
但 与 NO 相 比 ,CO 是 相对 惰性 的 气体 ,但 也 可 以 结合 并 激活 细胞 内 可 和 盗 性 的 GG, 只 不 过 激活 的 效 

果 要 比 NO 差 得 多 。 此 外 ,CO 还 可 以 激活 与 细胞 分 裂 有 关 的 蛋白 质 激酶 MAPK。 实 验证 明 ,CO 所 具有 


的 所 有 生理 功能 都 与 它 能 激活 GC 和 MAPK 有 关 。 








就 HS 而 言 , 它 在 体内 参与 血管 扩张 、 血 流 调节 \ 白 细胞 附着 、 抗 炎症 和 抗 凋 亡 等 一 系列 生理 过 程 。 
HE2S 主要 是 由 红细胞 和 血管 平滑 肌 细 胞 产生 ,在 体内 合成 的 前 体 主要 是 半 胱 氨 酸 ,涉及 的 梅 为 胱 硫酸 -6B- 
合 酶 (cystathionine-B-synthase,CSS) 和 有 硫 配 -7- 裂 合 本 (cystathionine-y-lyase,CSE)。 基 因 台 除 实验 表 
明 , 缺 乏 CSE 的 小 鼠 体内 的 H2s 水 平 会 下 降 ,内 皮 介 导 的 血管 扩张 能 力 减 弱 , 而 且 表 现 为 高 血压 。 这 就 证 
实 了 HS 对 机 体 的 重要 性 ,但 究竟 是 如 何 起 作用 的 还 很 不 请 楚 。 








以 上 介绍 的 几 种 信号 转 导 通 路 都 十 分 重要 ， 
但 它们 并 非 机 体内 信和 号 转 导 的 全 部 ,事实 上 ,在 
机 体内 还 有 其 他 很 多 信号 通路 ,例如 JAK-STAT 
言 号 转 导 系 统 、 受 体 离子 通道 信号 转 导 系 统 和 通 
过 死亡 结构 域 受 体 起 作用 的 信号 转 导 系统 等 。 
这 些 信 号 通路 受到 特定 的 激素 作用 下 ,同样 可 以 
被 激活 ,有 的 产生 类 似 于 RTK 系统 的 效应 ,有 的 
导致 膜 电位 的 改变 ,有 的 则 导致 细胞 凋 亡 。 


三 、 信 和 号 转 导 的 整合 

以 上 分 别 介绍 了 几 类 重要 的 细胞 跨 膜 信号 转 
导 系 统 , 然 而 这 些 系统 并 不 是 孤立 存在 的 ,而 是 在 
它们 之 间 存 在 着 多 种 形式 的 相互 作用 (图 17-27)。 

就 某 一 个 细胞 来 说 , 它 在 某 一 时 刻 所 接受 的 
信和 号 刺激 绝 不 可 能 只 有 一 种 ,但 在 不 同 信号 刺激 
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侠 17-27 ”四 种 平行 的 信号 跨 膜 转 导 系统 和 相互 间 的 联系 





下 的 细胞 最 终 表 现 出 来 的 却 是 一 种 整合 效应 。 细 胞 在 接受 不 同 来 源 的 信号 以 后 ,不 仅 需要 进行 转 导 ， 
还 需要 进行 必要 的 加 工 和 整合 ,以 确定 最 后 的 效应 是 什么 ,例如 细胞 是 凋 亡 还 是 生存 ? 是 改变 形态 还 
是 分 泌 物 质 ? 是 分 裂 还 是 分 化 ? 那么 ,细胞 如 何 对 不 同 的 信号 进行 整合 呢 ? 考虑 到 前 面 已 阐述 的 几 
类 主要 的 信号 通路 最 后 都 涉及 特定 的 蛋白 质 激 酶 ,因此 激酶 在 信号 的 整合 中 可 能 起 着 很 重要 的 作用 。 

如 图 17-28 所 示 ,一 个 细胞 可 能 存在 两 种 整合 机 制 :一 种 是 两 条 通路 上 的 蛋白 质 激酶 被 激活 以 
后 ,以 同一 种 蛋白 质 为 底 物 ,但 磷酸 化 位 点 不 同 。 这 种 蛋白 质 在 受到 来 自 两 条 通路 上 的 不 同 的 蛋白 质 
激酶 催化 以 后 , 即 充当 整合 蛋白 ,将 两 条 通路 上 的 信号 合并 整合 以 后 向 下 游 进 行 传递 。Rskl 就 是 一 种 
整合 蛋白 , 它 可 以 整合 来 自 RTK 系统 和 PIP;- 刺激 的 PDKI1 激酶 系统 的 信号 。Rskl 本 身 是 一 种 丝氨酸 / 
苏 氨 酸 蛋 白质 激酶 ,具有 两 个 激酶 结构 域 ,两 个 结构 域 之 间 是 一 段 匀 链 区 。RTK 系统 中 的 ErK 催化 
Rskl 的 C 端 激 酶 结构 域 和 匀 链 区 发 生 磷 酸化 修饰 ,而 PDKI1 系统 中 的 PDK1 催化 Rskl 的 N 端 激酶 结 
构 域 发 生 磷酸 化 修饰 。Rskl 只 有 在 3 个 磷酸 化 位 点 都 发 生 磷 酸化 以 后 才 会 被 激活 。 

另 一 种 是 两 条 通路 上 的 蛋白 质 激酶 被 激活 以 后 ,作用 两 种 不 同 的 蛋白 质 ,而 两 种 不 同 的 蛋白 质 在 
分 别 磷 酸化 以 后 ,可 相互 聚合 形成 二 聚 体 。 这 样 ,两 条 通路 上 的 信号 交汇 到 一 种 二 聚 体 蛋白 质 上 , 通 
过 它 的 整合 ,信号 再 继续 向 下 游 传递 。 


第 四 节 ”激素 的 分 泌 及 其 调节 


激素 作为 细胞 之 间 的 化 学 信使 ,广泛 存在 于 多 细胞 生物 ,特别 是 一 些 复杂 的 多 细胞 生物 。 一 般 说 
来 ,生物 越 高 等 涉及 的 激素 种 类 就 越 多 。 

已 在 高 等 动物 体内 发 现 近 百 种 以 上 的 激素 ,它们 主要 由 体内 特定 的 内 分 泌 腺 合成 或 分 泌 , 还 可 能 
由 分 散在 全 身 各 处 的 一 些 特定 的 组 织 细胞 分 泌 。 而 在 植物 体内 也 发 现 了 至 少 8 种 类 型 的 激素 。 与 动 
物 激 素 相 比 , 植 物 激素 仅仅 是 一 些 刺 激 生长 或 抑制 生长 的 小 分 子 物 质 , 而 不 是 内 环境 稳定 的 调节 物 。 
所 有 植物 细胞 都 能 产生 植物 激素 ,不 像 动物 那样 通常 由 专门 的 特异 性 器 官 分 这。 此 外 ,植物 激素 一 般 
不 作用 于 较 远 的 组 织 或 细胞 ,而 是 作用 于 临近 的 组 织 和 细胞 。 

动物 激素 的 生理 效应 在 很 大 程度 上 取决 于 它们 在 血液 和 细胞 外 液 中 的 浓度 。 任 何 一 种 激素 的 浓 
度 过 高 或 过 低 几 乎 不 可 避免 地 将 导致 疾病 的 发 生 , 各 种 内 分 泌 失 调 引起 的 病例 不 胜 枚 举 , 因 此 机 体 对 
激素 分 沁 的 精确 控制 就 显得 十 分 重要 。 

作用 于 邵 细胞 的 激素 有 效 浓度 主要 由 三 种 因素 决定 :中 产量 ,由 合成 和 分 泌 决 定 , 这 是 控制 激素 
浓度 最 重要 的 环节 。@ 转 运 速率 ,显然 转运 速率 越 快 ,分 泌 的 激素 越 容易 达到 靶 细胞 。@@ 半 衰 期 , 激 
素 与 其 他 生物 分 子 一 样 ,在 体内 会 被 降解 或 被 排泄 ,因此 有 一 定 的 半 训 期。 关闭 激素 的 分 泌 只 会 导致 
半衰期 短 的 激素 循环 浓度 迅速 下 降 。 如 果 一 种 激素 的 半衰期 较 长 ,即使 关闭 它 的 分 刻 , 其 有 效 浓度 仍 
然 会 持续 一 段 时 期 。 

以 高 等 动物 激素 为 例 : 其 释放 在 原则 上 不 是 持续 不 断 的 ,而 是 短促 暴发 式 (short bursb 的 ,在 前 后 
两 次 暴发 式 释放 之 间 , 很 少 有 激素 分 刻 。 主 要 有 3 类 刺激 可 导致 激素 的 暴发 式 释放 :GD 来 自 神经 系统 
的 动作 电位 ;@ 血 浆 和 细胞 外 液 的 化 学 变化 ;@@ 其 他 激素 。 因 此 ,控制 激素 分 泌 的 手段 首先 是 来 自 神 
经 系统 的 控制 ,其 次 是 由 于 血浆 和 细胞 外 液 的 化 学 变化 引发 的 反馈 (主要 是 负 反馈 ), 最 后 就 是 受 其 他 
激素 的 控制 。 这 3 种 手段 在 动物 体 的 下 丘脑 - 垂体 - 半 腺 组 成 的 控制 轴 上 被 有 机 地 结合 在 一 起 。 

图 17-29 反映 了 3 种 调控 方式 之 间 的 关系 ,下 丘脑 处 于 调控 网 络 的 最 上 端 , 它 受 中 枢 神经 系统 
(central nervous system,CNS) 的 控制 (通过 边缘 系统 ), 所 分 泌 的 释放 激素 或 释放 抑制 激素 控制 脑 垂 体 
激素 的 分 记 ,而 脑 垂体 分 刻 的 激素 又 控制 其 他 内 分 沁 腺 即 靶 腺 的 激素 分 沁 。 当 靶 腺 分 沁 的 激素 浓度 
达到 一 定 水 平 以 后 , 负 反馈 环 路 开始 起 作用 。 共 有 3 种 负 反馈 通路 :长 反馈 (long feedback loop), 是 
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向 下 游 传递 


17-28 两 种 细胞 内 信号 
转 导 整 合 机 制 


ES 动物 激素 与 植物 激素 
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利用 激素 分 泌 调 控 
的 负 反 馈 机 制 ,解释 缺 碘 是 如 
何 导致 地 方 性 甲状 腺 肿 大 的 ? 


本 章 小 
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结 填 填 看 


指 靶 腺 分 泌 的 最 终 激 素 与 CNS、. 下 丘脑 或 脑 垂 体 上 内 源 的 受 
体 结 合 ,阻止 激素 从 这 些 细胞 的 释放 ;G@) 短 反馈 (short feedback 
loop), 是 指 脑 垂体 分 沁 的 激素 与 下 丘脑 上 的 内 源 受 体 结合 ,最 
终 抑制 下 丘脑 分 泌 释放 激素 ;G@) 超 短 反馈 (ultra-short feedback 
loop), 是 指 下 丘脑 分 这 的 释放 激素 抑制 自身 的 分 刻 。 

以 性 激素 为 例 , 其 分 沁 受 脑 垂体 分 泌 的 促 性 腺 激素 (FSH 
和 LH) 的 促进 ,而 促 性 腺 激素 的 分 泌 又 受到 下 丘脑 分 刻 的 
GnRH 的 促进 。 血 浆 中 的 性 激素 在 浓度 达到 一 定 阔 值 以 后 ， 
便 以 负 反 馈 的 方式 抑制 脑 垂体 分 泌 促 性 腺 激素 和 下 丘脑 分 沁 
GnRH, 最 终 导致 性 激素 分 泌 的 抑制 。 而 随 着 性 激素 的 代谢 或 
排泄 ,浓度 开始 下 降 。 在 下 降 到 阔 值 以 下 后 , 负 反 馈 解 除 , 下 丘 
脑 又 重新 开始 分 泌 GnRH,GnRH 再 次 导致 促 性 腺 激素 的 释放 ， 


促 性 腺 激素 又 导致 性 激素 的 释放 。 


但 仍然 会 受到 负 反 馈 的 控制 。 例 如 , 当 喝 一 杯 牛奶 或 吃 一 块 





其 他 一 些 激素 ,如 胰岛 素 , 虽 然 不 在 下 丘 脑 - 垂体 轴 上 ， 站 下 宝生 二 | ----- 抑制 
增殖 期 分 泌 期 一 一 刺激 


糖果 以 后 ,体内 将 会 发 生 一 系列 的 事件 : 摄 入 的 乳糖 或 蔗糖 被 侠 17-29 位 于 下 丘脑 - 垂体 轴 上 激素 分 
水 解 以 后 ,释放 出 的 葡萄 糖 被 小 肠 吸收 进入 血 流 , 导 致 血糖 浓 。 泌 的 调 症 

度 提高 ;血糖 水 平 升 高 刺激 胰岛 B 细胞 分 沁 胰 岛 素 ; .胰岛素 促 进 葡萄 精 转 运 到 许多 体 细胞 , 血 精 小 度 
开始 下 降 ; 血 糖 浓度 下 降 到 一 定 阔 值 ,促进 胰岛 素 分 沁 的 刺激 消失 ,这 时 抑制 胰岛 素 分 泌 的 负 反馈 机 
制 开始 起 作用 ,胰岛 素 也 就 不 再 分 泌 。 


推荐 网 址 : 


2 


http :Wen.wikipedia.org/wiki/Hormone (维基 百科 有 关 激 素 的 内 容 ) 
http :Wusers.rcn.comy/jkimball.ma.ultranetBiologyPages/S/SexHormones.html (免费 的 生物 学 网 站 有 关 性 
激素 的 内 容 ) 


-http :/Wthemedicalbiochemistrypage.org/steroid-hormones.html (完全 免费 的 医学 生物 化 学 课程 网 站 有 关 


固 醇 类 激素 的 内 容 ) 


.http :/Wthemedicalbiochemistrypage.org/peptide-hormones.html (完全 免费 的 医学 生物 化 学 课程 网 站 有 关 
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色 ”结构 生物 化 学 思考 题 


1. 多 聚 Leu 在 朴 水 环境 中 比 在 水 中 更 容易 形成 w 螺旋 

(GD) 为 什么 踊 水 环境 有 利于 多 聚 Leu 形成 螺旋 ? 

(2) lle 的 侧 链 与 Leu 含有 数目 完全 相同 的 C 原子 ,然而 多 聚 He 在 朴 水 环境 中 不 能 形成 稳定 的 螺旋 ,为 什么 ? 

2. 正 协 同 效应 、 别 构 效应 和 波 尔 效应 对 Hb 的 生理 功能 有 何 影 响 ? 为 什么 Mb 没有 上 述 三 种 效应 ? 

3. 鲁 鱼 能 够 潜伏 在 水 下 而 不 呼吸 达 1 h 之 久 ,捕猎 时 会 将 呼吸 空气 的 大 型 猎物 拖 人 水 中 溺死 。 与 此 生活 方式 相 适 应 
的 是 , 它 几 乎 能 够 利用 血液 中 100% 的 氧气 ,而 人 只 能 抽取 血液 中 约 65% 的 氧气 。 乌 鱼 的 血红 蛋白 不 结合 2,3-BPG ,但 其 
脱氧 血红 蛋白 更 喜欢 结合 HCO5。 试 解释 这 为 什么 有 助 于 鳄鱼 获取 食物 ? 

4. HbF 与 HbA 在 结构 、 功 能 以 及 氧 合 曲线 上 有 何 差别 ? 镰 状 细胞 贫血 不 会 影响 还 没 出 生 的 婴儿 ,为 什么 ?用 你 学 过 
的 知识 , 想 出 一 种 合理 的 治疗 镰 状 细胞 贫血 的 方法 。 

5. 有 人 对 从 血库 里 贮存 较 久 的 血液 中 ,抽取 了 血红 蛋白 ,并 对 其 氧 合 曲线 进行 了 专门 的 研究 ,发 现 氧 合 曲线 不 再 是 
S 形 ,为 什么 ”你 认为 这 样 的 血液 还 能 否 使 用 ? 

6. 细胞 在 受热 的 情况 下 ,会 受到 热 激 蛋 白 (HSP) 的 保护 。HSP 通过 与 在 温度 突然 提高 时 暴露 出 来 的 氨基 酸 残 基 侧 链 
基 团 的 结合 保护 细胞 。 

() 列 出 可 能 与 HSP 结合 的 氨基 酸 残 基 。 

(2) 这 些 氨基 酸 具 有 的 什么 性 质 使 得 它们 能 够 与 HSP 结合 ? 

(3) HSP 与 它们 结合 为 什么 能 够 保护 细胞 ? 

7. 已 发 现 许 多 和 蛋白 质 在 室温 下 稳定 ,但 在 较 低温 度 下 却 不 稳定 ,从 而 导致 所 谓 的 冷 变性 。 你 认为 导致 冷 变性 的 原因 
是 什么 ? 

8. 假定 你 从 人 脑 中 分 离 纯化 到 一 种 新 的 蛋白 质 , 你 如 何 测定 出 它 的 大 小 和 7 ? 如 何 知道 它 在 肝 细 胞 里 是 否 表达 ? 如 
何 测定 它 的 三 级 结构 ? 如 何 预测 出 它 可 能 具有 的 生物 学 功能 ? 

9. 如 果 你 是 一 名 内 科 医 生 , 遇 到 一 个 急性 胰腺 炎 患 者 ,其 体内 由 胰腺 分 泌 的 蛋白 酶 在 细胞 内 提前 激活 ,你 会 如 何 治疗 
这 个 患者 ?” 是 让 他 服用 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 或 胰 凝 乳 蛋白 酶 抑制 剂 , 还 是 弹性 蛋白 酶 抑制 剂 ?为 什么 ? 

10. 为 什么 胰 蛋 白 酶 、 胰 凝 乳 蛋白 酶 和 弹性 蛋白 酶 的 特异 性 差别 很 大 ,但 催化 机 制 完 全 相同 ”如 果 它 们 被 分 泌 到 胃液 
之 中 ,而 不 是 肠 液 中 ,它们 还 会 有 正常 的 活性 吗 ? 为 什么 ? 

11. 如 何 区 分 辅 基 和 辅酶 ”有 哪些 辅酶 或 辅 基 分 子 中 含有 腺 苷 ? 这 些 含 有 腺 苷 辅酶 的 存在 对 于 你 理解 生命 的 起 源 有 
何 启示 ? 为 什么 ? 

12. 参与 细菌 tRNA 前 体 $ 端 后 加 工 的 核糖 核酸 酶 P 已 被 证 明 是 一 种 核 酶 , 它 由 蛋白 质 和 RNA 两 种 成 分 组 成 。 在 比 
较 各 种 不 同 细菌 的 核糖 核酸 酶 P 的 一 级 结构 和 高 级 结构 后 发 现 ,U69 是 绝对 保守 的 ,这 个 位 置 的 U 不 与 任何 碱 基 配 对 ,而 
是 以 突起 的 形式 游离 在 RNA 二 级 结构 之 中 ,为 了 研究 它 与 酶 活性 的 关系 ,有 人 对 U69 进行 了 定点 突变 ,并 对 突变 体 的 速 
度 常 数 上 和 天 进行 了 测定 ,结果 如 下 表 : 





MIRNA ‖ Waiat KV(nmol-LD 
野生 型 0.26 1.7 

U69 一 'A69 0.062 和 4 

U69 一 G69 0.003 4 73 

U69 一 C69 0.0056 3 

U69 缺失 0.005 6 7 
U69+U69 0.005 4 181 
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根据 表 中 的 结果 ,你 认为 U69 对 于 酶 与 底 物 的 结合 还 是 对 于 酶 的 催化 更 为 重要 ? 如 果 在 U69 后 面 再 引入 一 个 U(U70)， 
以 扩大 罕 起 的 面 , 你 认为 结果 又 是 如 何 ? 

13. 有 一 种 酶 眉 作用 底 物 S, 产 生产 物 P。 化 合 物 C 是 此 酶 的 别 构 激 活 剂 。 使 用 定点 突变 技术 ,可 将 酶 也 的 Val57 突 
变 成 其 他 几 种 氨基 酸 残 基 。 野 生 型 和 变 体 被 纯化 以 后 ,分 别 在 有 C 和 无 C 的 条 件 下 测 活 ,活性 分 析 的 结果 见 下 表 : 





酶 忆 无 C 时 的 酶 活性 有 C 时 的 酶 活性 
野生 型 10.3 51.4 
ValS7 一 "SerS7 10.5 30.2 
ValS$7 一 Clu57 10.2 11.1 
ValS7 一 Ala57 10.1 49.5 


(1) 根据 突变 体 的 数据 ,你 认为 Vals7 位 于 别 构 中 心 , 还 是 活性 中 心 ? 
(2) 根据 氨基 酸 的 性 质 , 解 释 突变 如 何 影 响 到 酶 匡 的 活性 。 
14. 一 种 酶 的 活性 受到 pH 的 影响 ,其 与 pH 的 关系 如 下 图 : 





4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 
pH 

() 你 认为 最 有 可 能 是 哪 一 种 氨基 酸 侧 链 基 团 的 表 观 pK.. 影 响 酶 的 活性 ? 

(2) 该 基 团 的 质子 化 还 是 去 质子 化 形式 才 是 酶 活性 所 需要 的 ? 为 什么 ? 

15. 有 两 种 微生物 ,一 种 生活 在 热 泉 中 ,另外 一 种 生活 在 南极 ,你 认为 这 两 种 微生物 的 基因 组 DNA 在 一 级 结构 和 三 级 
结构 上 会 有 何 种 差别 ? 为 什么 ? 

16. DNA 双 螺 旋 在 什么 情况 下 会 形成 超 螺旋 ? 若 将 共 价 闭环 负 超 螺旋 和 正 超 螺旋 DNA 分 别 与 核酸 酶 S1 保温 在 一 起 ， 
这 对 两 种 超 螺旋 DNA 的 结构 有 没有 影响 ? 为 什么 ? 

17. 不 能 自身 合成 脂肪 酸 的 细菌 突变 体 ,需要 在 培养 基 之 中 提供 外 源 的 脂肪 酸 。 假 定 有 两 种 细菌 培养 物 ,每 一 种 培养 
基 之 中 都 含有 几 种 直 链 脂 肪 酸 的 混合 物 , 既 有 饱和 的 也 有 不 饱和 的 。 脂 肪 酸 的 碳 链 长 度 为 10~20。 如 果 一 种 培养 物 的 培 
养 温度 是 18Y , 另 一 种 是 40Y ,那么 经 过 几 代 培 养 以 后 ,两 种 培养 物 中 的 细菌 在 膜 脂 组 成 上 会 有 何不 同 ? 

18. 葡 糖 氧化 酶 催化 葡萄 糖 的 氧化 。 此 酶 对 于 B-D- 葡萄 糖 是 高 度 特异 性 的 ,对 w-D- 葡萄 糖 不 起 反应 。 然 而 ,这 种 
酶 经 常 被 临床 上 用 来 测定 血糖 (8-D- 葡萄 糖 和 a-D- 葡萄 糖 的 混合 物 ) 浓度 ,为 什么 ? 

19. 有 两 种 激素 (激素 A 和 激素 B), 激 素 A 作用 于 靶 细 胞 以 后 并 不 引发 胞 内 cAMP 浓度 的 变化 ,激素 B 作用 于 相同 的 
靶 细 胞 以 后 ,可 导致 胞 内 的 AMP 水 平 的 上 升 ,但 上 升 的 幅度 并 不 很 高 。 然 而 ,如 果 将 激素 A 与 激素 B 同时 作用 于 靶 细 胞 ， 
则 可 导致 AMP 水 平 的 急剧 升 高 。 为 什么 ? 

20. Ras 蛋白 的 突变 可 导致 一 系列 癌症 的 发 生 。 其 中 最 常见 的 一 种 突变 是 1 个 Gly 突变 成 val。 为 什么 这 种 突变 可 导 
致癌 症 ? 
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饼 第 十 八 章 ”代谢 总 论 忆 第 二 十 三 章 “三 羧 酸 循环 已 第 一 十 八 章 ”脂肪 .磷脂 和 糖 脂 的 代谢 
马 第 十 九 章 生物 能 学 马 第 二 十 四 章 “磷酸 戊 糖 途径 忆 第 二 十 九 章 “脂肪酸 代谢 
已 第 二 十 章 生物 氧化 马 第 一 十 五 章 ” 糖 异 生 马 第 三 十 章 ”胆固醇 代谢 


已 第 = 十 一 章 ”生物 大 分 子 的 消化 和 吸收 包 第 二 十 六 章光 合作 用 避 第 三 十 一 章 ”氨基 酸 代谢 


局 第 二 十 二 章 ” 糖 酵 解 马 第 二 十 七 章 ， 糖 原 代谢 包 第 三 十 二 章 ” 核 苷 酸 代谢 
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代谢 生物 化 学 内 容 简介 及 学 习 方 法 


本 篇 将 带 你 进入 色彩 缤纷 的 代谢 世界 。 在 
这 个 奇妙 的 世界 里 ,你 将 会 遇 到 各 种 不 同 的 代谢 
途径 ,而 每 一 条 代谢 途径 一 定 会 涉及 大 量 的 代谢 
反应 ,每 一 个 反应 都 由 一 种 特定 的 酶 催化 。 可 以 
说 代谢 世界 既 精 彩 ,又 无 奈 。 精 彩 之 处 在 于 ,只 有 

深入 到 代谢 世界 之 中 才能 真正 把 握 生 命 的 本 质 ; 

无 奈 之 处 在 于 ,如 何 能 够 记 住 那 些 枯燥 的 代谢 反 
应 ? 又 如 何 掌握 那些 限 速 酶 的 调控 机 制 ? 

可 以 说 , 讲 好 代谢 是 老师 们 在 课堂 上 遇 到 的 
最 大 挑战 ,而 学 好 这 些 内 容 又 是 学 生 们 面临 的 最 
大 挑战 。 对 于 老师 而 言 ,在 讲授 这 些 章节 内 容 的 
时 候 , 一 定 要 想方设法 激发 学 生 们 的 学 习 兴 趣 ， 
正确 地 引导 学 生 。 oa 
不 是 去 单纯 地 介绍 一 个 又 一 个 的 代谢 反 
尽 可 能 将 一 条 代谢 途径 有 机 地 串联 在 一 起 ,并 与 
生活 实际 联系 起 来 ,再 结合 动画 和 各 种 多 媒体 手 
段 进行 讲解 。 例 如 ,在 讲 糖 酵 解 的 时 候 ,应 该 将 它 
与 乳酸 发 醇和 酒精 发 酵 联 系 在 一 起 ,可 组 织 学 生 
在 暑假 自 酿 葡萄 酒 。 在 讲 TCA 循环 的 时 候 , 可 以 
将 它 与 武大 郎 被 而 霜 毒 死 的 故事 联系 在 一 起 。 在 
讲 脂 代谢 的 时 候 , 注意 将 它 与 肥胖 联系 在 一 起 。 
在 讲 氧化 磷酸 化 的 时 候 , 要 用 动画 表现 呼吸 链 传 
递 电子 和 创造 质子 梯度 的 过 程 ,用 动画 和 照片 及 
录像 显示 FFo-ATP 合 酶 的 结合 变化 机 制 。 而 对 
于 学 生来 说 ,第 一 要 树立 信心 , 千 万 不 要 被 大 量 
的 生化 反应 吓 到 ! 第 二 ,要 区 分 哪些 内 容 是 必须 
掌握 的 ,哪些 内 容 只 要 略 知 一 二 ,哪些 内 容 根本 
就 不 需要 记 。 第 三 就 是 注意 学 习 方法 ,这 一 点 是 
最 重要 的 。 

在 学 习 一 条 代谢 途径 的 时 候 , 需 要 掌握 以 下 
内 容 : 中 代谢 途径 的 场所 和 功能 ;@ 进 入 和 离开 
代谢 途径 的 各 种 代谢 物 的 名 称 ;@ 一 条 代谢 途径 
如 何 跟 其 他 代谢 途径 进行 整合 和 协调 ;@ 代 谢 途 
径 的 限 速 步骤 、 限 速 酶 的 名 称 和 调节 方式 ;@ 调 
节 限 速 酶 活性 的 各 种 别 构 效 应 物 的 名 称 ,能 够 
判断 是 作为 正 别 构 效 应 物 还 是 负 别 构 效 应 物 起 
作用 ;@ 生 成 或 消耗 ATP 或 者 等 价 物 ( 如 GTP、 


NADH 和 FADH2) 的 反应 ;GO 某 些 关键 酶 的 缺失 
引起 的 后 果 ;@ 代 谢 途径 的 抑制 剂 。 

掌握 这 些 内 容 的 关键 是 要 学 会 用 "生化 逻 
辑 " 去 理解 ,而 不 是 孤立 地 去 死记 每 一 步 反 应 
这 里 的 “生化 逻辑 ”一 方面 涉及 一 条 代谢 途径 上 
各 种 代谢 物 在 结构 上 的 关联 , 另 一 方面 涉及 每 一 
步 反 应 发 生 的 目的 和 用 途 。 

一 条 代谢 途径 的 调控 机 制 既 是 重点 ,又 是 难 
点 。 在 学 习 的 时 候 , 需 要 注意 以 下 几 点 : 

41) 明确 调控 的 目的 ”细胞 内 的 任何 代谢 途 
径 都 是 受到 严格 调控 的 ,调控 的 目的 主要 包括 : 
对 细胞 的 能 量 状态 迅速 作出 反应 ;对 细胞 内 环境 
的 变化 作出 反应 ;协调 和 整合 同一 个 细胞 内 的 其 
他 代谢 途径 ;协调 和 整合 发 生 在 其 他 细胞 内 的 代 
谢 途 径 。 最 后 一 点 适用 于 复杂 的 多 细胞 生物 。 

(2) 确定 限 速 反应 和 限 速 酶 ”对 一 条 代谢 途 
径 调节 的 主要 手段 是 通过 对 其 中 限 速 酶 的 活性 
进行 全 方位 的 控制 。 因 此 ,首先 需要 确定 一 条 代 
谢 途 径 的 限 速 步骤 。 那 么 ,什么 样 的 反应 才 构 成 
限 速 步骤 呢 ? 一 般 是 不 可 逆反 应 ,因为 不 可 逆反 
应 才 是 这 条 代谢 途径 所 特有 的 ,控制 它 才 不 会 波 
及 到 其 他 代谢 途径 。 那 么 什么 样 的 反应 是 不 可 逆 
反应 呢 ? 这 主要 与 反应 自由 能 的 变化 有 关系 。 如 
果 一 个 反应 ee 这 
往往 就 意味 着 该 反应 很 可 能 是 不 可 逆 的 。 有 时 ， 
一 条 代谢 途径 有 几 步 不 可 逆反 应 ,这 时 机 体会 选 
择 其 中 一 步 作 为 重点 调控 的 对 象 。 例 如 , 糖 酵 解 
有 三 步 不 可 逆反 应 ,但 只 选择 第 二 步 不 可 道 反应 
作为 最 重要 的 调控 位 点 。 那 么 ,如 何 判断 细胞 会 
选择 哪 一 步 作为 最 重要 的 调控 步 又 呢 ? 这 里 有 
两 个 规则 :一 是 看 哪 一 步 反 应 是 这 一 条 代谢 途径 
所 特有 的 ? 二 是 这 一 步 反 应 所 处 的 位 置 。 一 般 而 
言 ,细胞 会 选择 代谢 途径 特有 的 、 靠 前 的 不 可 逆 
反应 作为 重点 调控 的 对 象 。 

(3) 确定 调节 的 方式 ”对 于 限 速 酶 活性 的 调 
节 方 式 主 要 是 酶 的 量变 和 质变 ,这 在 酶 学 一 章 已 
有 详细 的 介绍 ,不 过 不 同 的 限 速 酶 选用 的 方式 不 


一 定 相同 。 

(4) 如 果 是 别 构 调 节 , 细胞 会 选择 哪些 代谢 
物 作为 别 构 效 应 物 ” “ 别 构 调节 是 细胞 调节 限 
速 酶 活性 的 一 种 最 常见 的 手段 ,所 选用 的 别 构 效 
应 物 一 般 包括 :细胞 能 量 状态 的 指示 剂 ,如 ATP、 
AMP 和 ADP。 以 它们 作为 别 构 效 应 物 的 酶 一 般 
参与 细胞 内 的 产能 代谢 途径 或 储 能 代谢 途径 ;一 
条 代谢 途径 的 终 产物 ,以 反馈 抑制 的 方式 起 作 
用 ;一 条 代谢 途径 的 起 始 底 物 ,以 前 馈 激 活 的 形 
式 起 作用 ;其 他 代谢 途径 的 中 间 物 ,以 协调 功能 
相关 的 代谢 途径 。 例 如 ,TCA 循环 产生 的 柠檬 
酸 , 可 作为 脂肪 酸 合成 限 速 酶 和 糖 酵 解 限 速 酶 的 
别 构 效 应 物 ,脂肪酸 氧 化 产生 的 乙酰 -CoA, 可 作 
为 糖 异 生 限 速 酶 的 别 构 效应 物 ; 限 速 酶 本 身 的 产 
物 , 这 是 一 种 短 反 馈 。 

(5) 如 果 是 共 价 修饰 , 哪 一 种 形式 的 酶 有 活 
性 ? ” 共 价 修饰 的 调节 方式 主要 是 可 逆 的 蛋白 
质 磷酸 化 ,如 何 能 够 正确 判断 一 种 酶 磷酸 化 以 
后 被 激活 还 是 被 抑制 呢 ? 为 此 我 总 结 出 了 一 条 
规则 ,只 要 记 住 两 句 话 就 行 了 :一 是 饥饿 的 情况 


下 我 们 体内 的 蛋白 质 磷酸 化 水 平 提高 (饥饿 的 
情况 下 肾上腺 素 和 胰 高 血糖 素 分 这 提高 ,导致 
蛋白 质 的 磷酸 化 ) 二 是 血糖 浓度 的 稳定 压倒 一 
切 (我 们 的 脑 细 胞 严重 依赖 于 血糖 提供 能 量 )。 
下 面 以 糖 原 磷酸 化 酶 和 糖 原 合 酶 为 例 加 以 说 
明 :假定 你 现在 在 上 上 午 第 四 节 课 了 ,你 饥饿 难 
忍 ,于 是 你 体内 的 蛋白 质 磷 酸化 水 平 提高 ,这 包 
括 糖 原 磷 酸化 酶 和 糖 原 合 酶 。 由 于 饥饿 ,体内 
血糖 的 浓度 在 下 降 ,为 了 稳定 血糖 浓度 ,显然 需 
要 抑制 糖 原 的 合成 ,激活 糖 原 的 分 解 ,这 样 可 以 
让 释放 出 来 的 葡萄 糖 单位 进入 血液 ,稳定 血糖 。 
而 催化 糖 原 合成 的 酶 是 糖 原 合 酶 ,分 解 糖 原 的 
酶 是 糖 原 酸 化 酶 。 既 然 在 饥饿 的 情况 下 ,这 
两 种 酶 都 被 磷酸 化 了 ,显然 磁 酸化 的 糖 原 磷 酸 
化 酶 被 激活 ,磷酸 化 的 糖 原 合 酶 被 抑制 才 有 利 
于 血糖 浓度 的 稳定 。 

(6) 注意 原核 生物 和 真 核 生物 的 差别 ”同样 
的 代谢 途径 在 原核 细胞 和 真 核 细胞 内 的 调控 机 
制 会 有 很 大 差别 ,因此 需要 区 别 对 待 。 但 在 教材 
上 介绍 的 多 为 发 生 在 高 等 动物 体内 的 调控 机 制 。 
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包 第 十 八 章 代谢 总 论 


代谢 (metabolism) 是 生命 最 基本 的 特征 之 一 , 它 是 指 生物 体内 发 生 的 所 有 化 学 反应 ,包括 物质 代 
谢 和 能 量 代谢 两 个 方面 的 内 容 。 由 于 在 物质 代谢 的 同时 总 伴随 着 能 量 的 变化 ,因此 物质 代谢 和 能 量 
代谢 是 不 可 分 割 的 。 

本 章 将 重点 介绍 代谢 的 基本 概念 、 代 谢 的 基本 特征 .代谢 研究 的 主要 方法 和 代谢 组 学 。 


第 一 节 ”代谢 的 基本 概念 与 特征 


一 、 代 谢 的 基本 概念 

细胞 内 发 生 的 代谢 反应 几乎 都 是 在 酶 的 催化 下 完成 的 ,一 种 物质 在 细胞 内 的 转变 ,无 论 是 分 解 还 
是 合成 ,通常 由 一 系列 酶 促 反应 构成 ,各 个 反应 按照 一 定 的 次 序 有 条 不 率 地 进行 ,构成 特定 的 代谢 途 
径 (metabolic pathway)。 在 一 个 细胞 里 ,有 多 条 代谢 途径 。 这 些 代 谢 途 径 既 相互 独立 ,又 相互 关联 , 形 
成 一 种 复杂 精妙 的 代谢 网 络 (图 18-1)。 在 一 条 代谢 途径 之 中 ,前 一 个 酶 的 产物 刚好 作为 后 一 个 酶 的 
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intermediate)。 

一 条 代谢 途径 中 的 酶 可 以 通过 三 种 方式 组 
织 在 一 起 (图 18-2): 

(1) 分 散 形式 ”这 种 方式 的 效率 最 低 ,因为 
前 一 个 酶 释放 的 产物 在 与 后 一 个 酶 结合 之 前 已 
被 环境 介质 所 稀释 。 

(2) 多 酶 复合 体 或 酶 系 ”这 种 方式 较为 普 
遍 , 由 于 在 反应 之 中 ,前 一 个 酶 释放 的 产物 可 以 
直接 与 后 一 个 酶 的 活性 中 心 结合 ,因此 反应 效率 
得 以 大 幅度 提高 .此 外 ,这 种 方式 还 有 利于 调控 。 
比较 典型 的 例子 有 丙酮 酸 脱 氧 酶 系 、aw- 酮 成 二 
酸 脱氧 酶 系 和 原核 细胞 的 脂肪 酸 合成 酶 系 等 。 

(3) 与 膜 结 合 的 多 酶 复合 物 (membrane- 
bound multi-enzyme complex) 参与 这 一 类 代谢 
途径 的 酶 按照 一 定 的 方向 和 次 序 整 合 在 膜 上 ， 

BO 以 膜 为 平台 ,例如 生物 氧化 中 的 呼吸 链 和 光合 

作用 中 的 光合 链 。 
下 环 状 | E， 有 时 , 某 一 条 代谢 途径 上 的 某 几 个 酶 活性 、 
甚至 所 有 酶 活性 融合 在 一 条 多 肽 链 上 或 者 由 同 
外 -7 一 个 蛋白 质 的 不 同 亚 基 承 担 。 例 如 ,哺乳 动物 的 
1 后 肪 酸 合 酶 由 两 条 相同 的 肽 链 组 成 ,每 条 肽 链 
0 竟然 具有 7 个 酶 活性 ! 酶 以 这 种 方式 组 织 在 一 
AR 起 ,不 仅 大 大 提高 了 催化 的 效率 ,有 利于 对 各 个 
F 一 ~H 酶 活性 的 调控 ,还 增加 了 基因 的 编码 能 力 , 也 方 

二 刀 便 了 对 这 些 酶 基因 表达 的 调控 。 

帮 EN 按照 代谢 进行 的 方向 ,代谢 途径 可 以 分 为 
G 卫 HI A 1 (图 18-3): 线 状 (linear), 如 糖 酵 解 ; 环 状 (cyclic)， 

D 如 三 羧 酸 循环 .卡尔 文 循 环 和 尿素 循环 ;分支 
分 支 状 (聚集 式 ) 分 支 状 (分 散 式 ) 所 是 。 状 (branched), 如 许多 氨基 酸 的 合成 (参看 第 

三 十 一 章 “氨基 酸 代谢 ”)。 只 有 在 循环 代谢 途 
， 径 中 , 才 涉 及 一 种 起 始 代谢 物 在 最 后 一 步 反 应 
得 以 再 生 。 例如 三 关 酸 循环 中 的 草 栈 乙 酸 ,: 卡尔 文 循环 中 的 1,5- 二 磷酸 核 酮 糖 和 尿酸 循环 中 的 
乌 氨 酸 。 

细胞 内 的 所 有 代谢 反应 都 可 以 汇 和 到 3 种 代谢 途径 , 即 分 解 代谢 (catabolism) 合成 代谢 (anabolism) 
(图 18-4) 和 不 定向 代谢 (amphiboliec metabolism) 之 中 。 

分 解 代 谢 为 复杂 的 代谢 物 转 变 为 简单 的 代谢 物 的 过 程 ,通常 由 3 个 阶段 组 成 : 

第 一 阶段 ,复杂 的 大 分 子 ( 如 淀粉 ,. 糖 原 、 蛋 白质 、 核 酸 和 脂肪 等 ) 分 解 成 它们 的 组 成 单位 ,如 单 糖 、 
氨基 酸 、 核 苷 酸 . 甘 油 和 脂肪 酸 等 。 在 此 阶段 ,一 般 没 有 ATP 的 合成 。 

第 二 阶段 ,第 一 阶段 形成 的 小 分 子 组 成 单位 ,进一步 降解 成 更 小 的 分 子 , 如 乙酰 辅酶 A 等 。 在 此 
阶段 一 般 有 少量 的 ATP 合成 。 

第 三 阶段 ,由 最 终 的 共同 代谢 途径 组 成 ,包括 三 羚 酸 循环 .呼吸 链 和 氧化 磷酸 化 。 经 过 此 阶段 的 
反应 ,代谢 物 被 彻底 氧化 为 HEO 和 CO,, 同 时 生成 大 量 的 ATP 或 它 的 等 价 物 。 





国 18-3 3 ”代谢 的 三 -种 途径 
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人 一 NADPH 人 


分 解 代谢 ““ 八 一 -一 人 二 合成 代谢 
(氧化 、 放 能 反应 ) 小 NADPH NADPH (还 原 、 需 能 反应 ) 








18-4 ”分解 代谢 和 合成 代谢 


框 18-1 生化 聚焦 一 一 底 物 通道 运输 

在 某 些 多 酶 复合 体 和 多 功能 酶 的 各 个 活性 中 心 之 间 , 存 在 一 种 专门 的 通道 ,以 便 让 前 一 个 酶 反应 产 
生 的 中 间 代 谢 物 直 接 转移 到 下 一 个 酶 的 活性 中 心 并 被 利用 ,这 种 运输 反应 中 间 物 的 过 程 称 为 底 物 通道 
运输 (substrate channeling)。 底 物 通道 运输 有 许多 好 处 ,它们 包括 : 叫 减 少 反 应 中 间 物 的 运输 时 间 ; 
@ 由 于 中 间 物 没有 离开 了 梅 而 释放 到 溢 液 中 ,因此 可 防止 反应 中 间 物 因 扩 散 作用 造成 的 损失 ; @) 使 不 稳定 的 
中 间 物 接触 不 到 溶剂 ;@@ 隔 离 对 细胞 有 毒性 的 反应 中 间 物 ;@ 克 服 不 利 的 反应 平衡 ;@ 阻 止 反 应 中 间 物 流 
18_-6 大 肠 杆 菌 色 氨 酸 人 到 其 他 竞争 性 代谢 途径 ;@ 防 止 过 量 反 应 中 间 物 的 堆积 ;@ 有 利于 协调 对 整 条 代谢 途径 的 调节 。 
合 酶 两 个 活性 中 心 直 接 的 底 底 物 通道 运输 机 制 的 典型 例子 有 :大 肠 杆菌 的 色 氨 酸 合 酶 (tryptophan synthase) 和 大 肠 杆 菌 的 氨 甲 栈 
磷酸 合成 酶 (carbamoyl-phosphate synthetase,CPS), 以 及 利 什 曼 原 虫 (Feishmania major) 的 二 氧 叶酸 还 原 酶 - 
胸 苷 酸 合 酶 (dihydrofolate reductase-thymidylate synthase)。 
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18-5 大肠 杆 菌 色 毛 酸 合 酶 两 个 活性 中 心 催化 的 反应 


以 大 肠 杆 菌 的 色 毛 酸 合 酶 为 例 , 它 由 2 个 a 亚 基 和 2 个 B 亚 基 组 成 , w 亚 基 和 B 亚 基 上 各 有 一 
个 活性 中 心 , 但 催化 不 同 的 反应 (图 18-5)。 其 中 wa 亚 基 催 化 蚂 | 吕 -3- 磷酸 甘油 (indole-3-glycerol 
phosphate,IGP) 形成 吗 唆 和 3- 磷酸 甘油 醛 。B 亚 基 催化 吗 唆 和 丝氨酸 形成 色 氨 酸 ,这 一 步 反 应 需要 
磷酸 吡 哆 醛 (PLP)。 两 个 亚 基 的 活性 中 心 通 过 2.5 nm 长 的 朴 水 通道 相连 ,第 一 步 反 应 发 生 在 w 亚 基 的 
活性 中 心 ,有 两 个 产物 一 吧 唆 和 3- 磷酸 甘油 醛 。 其 中 吗 | 唆 直 接 通 过 这 个 下 水 的 通道 进入 B 亚 基 的 活 
性 中 心 ( 图 18-6), 随 后 作为 底 物 之 一 参与 第 二 步 反 应 ,而 3- 磷酸 甘 铀 醛 为 高 度 亲 水 的 分 子 ,无 法 通过 芷 水 
的 通道 ,于 是 被 直接 释放 出 去 。 


合成 代谢 由 一 系列 的 生物 合成 反应 构成 ,在 消耗 能 量 或 输入 能 量 的 前 提 下 ,通过 合成 代谢 ,简单 
的 分 子 变 成 了 复杂 的 分 子 , 小 分 子 单位 变 成 了 大 分 子 物 质 。 能 量 的 输入 有 两 种 方式 :一 是 分 解 代 谢 中 
产生 的 ATP, 二 是 以 NADPH 形式 存在 的 高 能 电子 。 
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不 定向 代谢 是 指 细胞 内 某 些 具有 双重 功能 的 代谢 途径 , 它 既 可 以 用 于 分 解 代谢 , 又 可 以 用 于 合成 
代谢 ,例如 三 送 酸 循环 。 


二 、 代 谢 的 基本 特征 

生物 体内 的 代谢 反应 具有 以 下 特征 : 

() 反应 条 件 温和 ”生物 体内 发 生 的 代谢 反应 通常 在 较 温 和 的 条 件 下 进行 (37% ,101.3 kPa,pH 
7), 这 是 因为 有 酶 的 催化 。 

@) 高 度 调 控 ”细胞 内 的 代谢 途径 并 不 是 以 恒定 不 变 的 速率 进行 ,有 时 会 加 快 ,有 时 则 受到 抑 
制 ,这 是 因为 细胞 内 存在 复杂 多 变 的 调控 机 制 ( 详 见 第 十 二 章 “ 酶 活性 的 调节 "以 及 其 他 章节 中 与 
代谢 调控 相关 的 内 容 ) 

G) 每 一 个 代谢 途径 都 是 不 可 道 的 “尽管 每 一 条 代谢 途径 之 中 的 多 数 反应 为 可 道 反应 ,可 是 总 会 
有 一 两 步 反 应 由 于 AG 为 极 大 的 负 值 而 不 可 逆 。 例 如 , 糖 酵 解 总 共有 10 步 反 应 ,有 3 步 是 不 可 道 反应 。 
不 可 邀 反应 的 存在 决定 了 每 一 条 代谢 途径 的 单 向 性 ,这 更 有 利于 机 休 对 代谢 进行 调节 。 

(4) 一 个 代谢 途径 至 少 存在 1 个 限 速 步骤 ”代谢 的 调节 并 不 需要 对 一 条 途径 上 所 有 的 酶 促 反应 
进行 控制 ,只 需要 对 其 中 的 一 和 应 进行 调控 即 可 。 限 速 反 应 一 般 
是 代谢 途径 的 第 一 步 不 可 逆反 

G5) We 不 论 是 哪 一 种 生物 ,其 基本 的 代谢 途径 都 是 极 
为 相似 的 ,例如 , 精 醇 解 途径 存在 于 所 有 的 细胞 之 中 ,而 且 反 应 的 性 质 非常 接近 。 

代谢 途径 的 高 度 保守 性 不 仅 能 够 说 明 所 有 的 生物 在 进化 上 有 一 个 共同 的 祖先 ,还 为 人 们 研究 各 
种 代谢 途径 提供 了 方便 ,我 们 完全 可 以 从 一 个 简单 的 生物 系统 着 手 去 研究 一 条 代谢 途径 或 其 中 的 某 
一 步 酶 促 反应 。 

(6) 代谢 途径 在 真 核 细胞 中 是 高 度 分 室 化 的 ， 真 核 细 胞 其 内 部 结构 是 高 度 分 室 化 的 (highly 
分 室 化 将 不 同 的 代谢 途径 限定 在 不 同 的 区 域 ,这 不 但 有 利于 调控 ,而 且 能 够 防止 

应 在 错误 的 时 间 发 生 在 错误 的 地 点 (例如 细胞 内 的 水 解 酶 如 果 不 集 中 在 溶 本体 细胞 就 会 自 深 
ee 而 死 ), 还 能 减少 细胞 内 发 生 “ 无 效 循环 ”(futile cycle) 
交 萄 糖 +ATP -OIC 6- 磅 酸 有 本 +ADP 的 可 能 性 。 下 面 就 “无 效 循环 "* 这 种 情况 举例 说 明 ( 图 
于 so 
应 发 生 在 细胞 质 基质 ,是 精 酵 解 途径 中 的 第 一 步 
图 18-7 细胞 内 可 能 存在 的 -种 "无 效 各 环 ”反应 ,此 反应 在 消耗 ATP 的 情况 下 , 葡 条 糖 被 激活 为 
6- 磷酸 葡 精 。 第 二 个 反应 发 生 在 内 质 网 ,为 糖 异 生 途 径 中 的 最 后 一 步 反应 ,反应 将 6- 磷酸 葡 糖水 解 
成 葡萄 精 。 试 想 一 下 ,如 果 这 两 个 反应 发 生 在 同一 地 点 ,后 果 会 是 什么 ?显然 ,在 不 断 消耗 ATP 的 情 
况 下 ,6- 磷酸 葡 糖 难以 形成 ,细胞 会 陷入 一 种 "无效 循环 "的 状态 ,ATP 分 子 中 的 高 能 键 白白 浪费 , 变 
成 了 热 。 
表 18-1 显示 出 真 核 细胞 内 主要 代谢 途径 的 分 室 化 情况 。 必 须 指出 ,细胞 内 某 些 代谢 途径 中 的 部 


m 表 18-1 代谢 途径 的 分 室 化 








代谢 途径 发 生 区 域 
三 羧 酸 循环 、 氧 化 磷酸 化 ,脂肪 酸 氧 化 ,氨基 酸 分 解 线粒体 
糖 酵 解 、 脂 肪 酸 合成 磷酸 戊 糖 途径 细胞 质 基质 
DNA 复制 转录、 转录 后 加 工 细胞 核 .线粒体 .叶绿体 
膜 看 白 和 分 泌 蛋 白 的 合成 糙 面 内 质 网 
吕 肪 、 磷 脂 和 胆固醇 的 合成 光 面 内 质 网 
翻译 后 加 工 ( 糖 基 化 ) 内 质 网 和 高 尔 基 体 


尿素 循环 肝 细 胞 线粒体 和 细胞 质 基 质 





《18/ 

一 条 分 解 代 谢 途 

径 和 一 条 合成 代谢 途径 的 总 

自由 能 变化 都 是 负 值 吗 ? 为 
什么 ? 


细胞 内 为 什么 会 
不 可 道 反 应 ? 这 是 由 于 催化 
反应 的 酶 只 催化 正 反应 ,不 
催化 道 反应 吗 ? 
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哺乳 动物 成 熟 的 红 
细胞 还 保留 哪些 代谢 途径 ? 





什么 是 回 体 法 ? 举 
一 例 加 以 说 明 


若是 需要 用 放射 性 
同位 素 追 踪 DNA 的 复制 , 那 
你 如 何 对 dNTP 进行 放射 性 
同位 素 标记 ? 
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分 反应 发 生 在 一 个 区 域 ,而 另外 一 些 反 应 发 生 在 其 他 区 域 。 例 如 , 糖 异 生起 始 阶段 的 几 步 反应 发 生 在 
线粒体 ,此 后 大 多 数 反应 发 生 在 细胞 质 基 质 , 而 最 后 一 步 反 应 又 发 生 在 内 质 


三 、 代 谢 中 的 氧化 还 原 反 应 和 氧气 在 代谢 中 的 作用 

细胞 中 的 很 多 代谢 反应 为 氧化 还 原 反 应 ( 详 见 第 二 十 章 “生物 氧化 ” ), 通 常 认为 分 解 代 谢 为 氧 
化 性 的 (oxidative), 这 是 因为 代谢 物 在 其 中 被 氧化 ,并 以 NAD(P 六 或 FAD 为 氢 和 电子 受 体 , 而 合成 
代谢 为 还 原 性 的 (reducing), 这 是 因为 在 生物 合成 反应 中 ,NADPH 作为 还 原 剂 提供 生物 还 原 能 力 , 形 
成 还 原 性 高 的 产物 。 

不 同 的 生物 体 在 代谢 反应 中 对 0; 的 需求 不 太一 样 , 那 些 在 分 解 代谢 途径 之 中 以 0 作为 最 终 电子 
受 体 的 一 类 生物 通称 为 需 氧 生物 (aerobe), 否则 就 是 厌 氧 生物 (anaerobe)。 需 氧 生 物 又 分 为 专 性 需 氧 生 
物 (obligate aerobe) 和 兼 性 需 氧 生物 (facultative aerobe), 前 者 必须 使 用 0, 作为 最 终 的 电子 受 体 ,后 者 则 
取决 于 0,; 的 可 得 性 , 即 在 有 氧 的 环境 下 以 0; 为 最 终 电 子 受 体 ,0, 缺乏 则 以 其 他 物质 (如 丙酮 酸 ) 作为 
最 终 电子 受 体 。 厌 氧 生物 也 可 以 分 为 专 性 厌 氧 生物 和 兼 性 厌 氧 生物 ,前 者 必须 生活 在 无 氧 的 环境 之 
中 ,只 能 以 0 以 外 的 物质 作为 最 终 的 电子 受 体 。 

需 氧 生物 体内 的 某 些 代谢 途径 并 没有 0 的 参与 ,例如 糖 酵 解 。 从 进化 的 角度 来 说 ,这 些 无 氧 代 
谢 途 径 的 出 现 应 该 先 于 有 氧 代 谢 途 径 。 


第 二 节 ”代谢 研究 的 主要 内 容 和 方法 


代谢 研究 的 主要 内 容 包括 以 下 几 个 方面 :确定 参与 每 一 个 代谢 反应 的 酶 与 辅酶 的 结构 与 功能 ， 
这 需要 对 有 关 的 酶 进行 分 离 ` 纯 化 、 定 性 和 定量 的 研究 。 四 确定 一 条 代谢 途径 中 的 底 物 .中 间 代谢 物 
和 终 产 物 的 结构 名 称 和 反应 的 类 型 。 获 取 这 些 信息 对 于 了 解 一 个 反应 的 机 制 非常 重要 。 轩 确定 一 
个 酶 促 反应 的 调节 机 制 。 

在 进行 代谢 研究 之 前 ,必须 选择 好 合适 的 研究 对 象 :是 以 微生物 作为 研究 对 象 ,还 是 以 动物 为 研 
究 对 象 y 是 在 整个 生物 体 ,还 是 以 其 中 的 一 个 器 官 .组 织 或 在 亚 细 胞 水 平 去 研究 代谢 ? 是 在 体内 (in 
uiao), 还 是 在 体外 (iawitro) 或 用 回 体 法 (ex vizo) 进行 研究 ? 

在 确定 好 研究 对 象 和 目的 以 后 ,就 要 选择 合适 的 方法 。 代 谢 途 径 的 闹 明 与 研究 方法 的 进步 是 分 
不 开 的 。 纵 览 代 谢 研究 的 历史 ,下 面 几 种 方法 曾 在 代谢 研究 中 立 下 汗马功劳 。 

(1) 同位 素 示 踪 “在 代谢 研究 之 中 ,使 用 最 多 的 方法 要 数 同位 素 示 踪 (isotope tracer)。 实 际 上 , 细 
胞 内 主要 的 代谢 途径 都 是 通过 此 方法 得 以 阐明 的 ,如 糖 酵 解 .三 羧 酸 循环 和 卡尔 文 循环 等 。 此 方法 需 
要 使 用 同位 素 标记 特定 的 代谢 物 , 然 后 将 被 标记 的 分 子 引入 细胞 ,通过 追踪 它们 在 生物 体内 的 去 向 和 
代谢 转变 ,从 而 确定 与 被 标记 物 有 关 的 代谢 途径 。 经 常 使 用 的 同位 素 有 放射 性 和 非 放 射 性 两 类 ,前 者 
包括 MYC .2p.2S 和 组 等 ,后 者 包括 wo 和 5N 等 。 ee 

C) 代谢 抑制 剂 的 使 用 “既然 代谢 反应 离 不 本 
开 酶 ,那么 总 可 以 筛选 到 一 种 酶 的 抑制 剂 ,去 阻 “在 -一 B 一 一 一 c 一 一 D 一 一 一 一 G 
断 一 个 特定 的 代谢 反应 。 如 果 一 条 代谢 途径 上 
的 某 一 步 反应 被 抑制 以 后 ,就 必然 导致 这 一 步 反 人 堆积 友和 B 推 积 
应 的 底 物 以 及 它 前 面 所 有 的 代谢 物 在 细胞 内 的 Er 
堆积 。 综 合 不 同 抑制 剂 (图 18-8 所 示 的 .LE、 人 


4 和 了 ) 的 作用 结果 ,可 以 将 一 条 完整 的 代谢 途径 ABCSD 和 F 推 积 
大 致 地 勾画 出 来 。 18-8 ”使 用 代谢 抑制 剂 确定 代谢 途径 








(3) 代谢 遗传 缺陷 型 突变 体 的 使 用 “使 用 代谢 遗传 缺陷 (genetic defect) 型 突变 体 与 使 用 酶 抑制 剂 
的 效果 是 一 样 的 。 一 个 酶 基因 的 缺陷 会 导致 其 活性 的 抑制 或 丧失 ,这 与 使 用 抑制 剂 的 结果 类 似 , 它 同 
样 会 导致 特定 代谢 物 的 堆积 。 

(4) 基因 操作 “主要 是 使 用 转基因 技术 、 基 因 敲 除 或 融 减 技术 和 基因 在 某 些 组 织 中 的 定向 表达 等 
手段 (参看 第 四 十 四 章 “ 重 组 DNA 技术 ”), 来 确定 某 一 种 酶 在 细胞 之 中 的 功能 以 及 它 在 代谢 中 所 发 挥 
的 作用 。 随 着 基因 组 计划 (genome project) 和 生物 信息 学 的 兴起 以 及 高 通 量 基因 表达 (high throughput 
gene expression) 方 法 的 建立 ,代谢 研究 又 多 了 新 的 技术 和 方法 。 

随 着 基因 组 学 和 蛋白质 组 学 的 发 展 ,两 个 与 代谢 有 关 的 新 名 词 , 即 代谢 组 和 代谢 组 学 便 应 运 而 生 
了 。 代 谢 组 (metabolome) 也 叫做 小 分 子 清单 (small molecule inventory,SMD), 是 指 反映 细胞 状态 的 各 种 
小 分 子 的 样式 ,包括 所 有 代谢 过 程 (合成 代谢 和 分 解 代 谢 ) 的 总 和 以 及 相关 的 细胞 过 程 。 例 如 ,天 然 和 
异 生 (xenobiotic) 物质 的 吸收 ` 运 输 和 解毒 ,能 量 利 用 ,信号 转 导 以 及 调节 等 。 如 果 基 因 组 代表 可 能 是 
什么 ,蛋白质 组 就 代表 的 是 表达 什么 ,而 代谢 组 表示 的 就 是 细胞 或 组 织 的 当前 状况 是 什么 。 代 谢 组 学 
就 是 研究 单个 细胞 或 组 织 内 所 有 小 分 子 成 分 及 其 变化 规律 的 一 门 学 科 。 

实际 上 ,代谢 组 给 出 的 是 某 个 时 刻 的 细胞 活动 及 其 环境 的 直接 的 “画面 ” ,反映 出 细胞 健康 疾病 、 
衰老 的 状态 以 及 药物 和 环境 对 细胞 活动 的 影响 。 

代谢 组 学 研究 的 一 种 方法 是 分 离 和 定量 分 析 构 成 代谢 组 的 各 种 小 分 子 化 合 物 。 例 如 ,在 使 用 党 
规 的 手段 分 离 以 后 ,可 让 各 种 小 分 子 通过 一 系列 电化 学 传感器 (flow-through electrochemical sensor) 进 
行 选择 性 氧化 或 还 原 , 在 此 基础 上 再 进行 测量 和 分 析 。 


推荐 网 址 : 

1. http :Wen.wikipedia.org/wiki/Metabolism (维基 百科 有 关 代 谢 的 内 容 ) 

2. http :Wen.wikipedia.org/wikiyMetabolomics (维基 百科 有 关 代 谢 组 学 的 内 容 ) 

3. http :/Wweb.expasy.org/cgi-bin/pathways/show_thumbnails.pl (一 个 详尽 的 在 线 代 谢 通路 示意 图 ) 


4. http :/dwb4.unl.edu/chem/echem869p/chem869plinks/www.gwu.edu/~mpb/( 美 国内 布 拉 斯 加 大 学 林肯 分 


校 给 出 的 各 种 代谢 途径 图 解 ,包括 各 种 代谢 物 的 3D 结构 模型 ) 
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人 第 十 九 章 ”生物 能 学 


生物 能 学 (bioenergetics) 也 称 为 生化 热力 学 (biochemical thermodynamics), 它 专门 研究 生命 系统 内 能 
量 流 动 和 转化 的 规律 .通过 这 门 分 支 学 科 , 可 以 更 好 地 理解 和 解释 生命 现象 之 中 很 多 与 能 量 有 关 的 问题 。 

本 章 将 主要 介绍 热力 学 定律 .自由 能 变化 与 生化 反应 的 关系 .生物 体内 的 偶 联 反应 以 及 高 能 生物 
分 子 的 结构 与 功能 。 


第 一 节 ”热力 学 定律 与 Gibbs-Helmholtz 方程 


为 了 更 好 地 理解 生物 能 学 ,首先 要 认识 热力 学 的 两 个 定律 :热力 学 第 一 定律 即 能 量 守恒 定律 ; 热 
力学 第 二 定律 是 指 一 个 系统 的 箭 倾向 于 增加 ,或 者 一 个 系统 做 功 的 能 力 趋 于 下 降 。 其 次 要 有 所 了 解 
与 热力 学 相关 的 几 个 基本 概念 。 

(1) 系统 (system) 和 环境 (surounding) 系统 为 宇宙 之 中 人 们 
感 兴趣 的 任何 对 象 ,环境 是 指 一 个 系统 周围 的 任何 事物 。 系 统 又 
可 以 分 为 孤立 系统 (insulated system), 封 闭 系统 (closed system) 和 开 
放 系统 (open system)。 其 中 ,孤立 系统 与 环境 之 间 不 发 生 任何 形 
式 的 物质 交换 和 能 量 交换 ,封闭 系统 则 可 以 与 环境 之 间 进 行 能 量 
的 交换 ,开放 系统 和 环境 之 间 既 可 以 进行 能 量 交换 也 可 以 进行 物 
质 交 换 ( 图 19-1)。 显 然 , 生 命 系统 属于 开放 系统 。 

(2) 能 量 ， 是 指 做 功 的 本 领 。 

(3) 自由 能 (free energy) 是 指 一 个 系统 的 总 能 量 之 中 用 
来 做 功 的 那 一 部 分 能 量 , 即 有 用 能 。 

G) (entropy) 是 指 一 个 系统 的 无 序 状态 。 一 个 系统 越 人 
有 序 . 它 的 灶 就 越 低 。 余 19-1 孤立 系统 .封闭 系统 和 开放 系统 

(5) 妈 (enthalpy) 是 指 系统 的 总 热能 。 

综合 热力 学 第 一 定律 和 第 二 定律 即 可 得 出 以 下 方程 :C= 太 7-$ 
其 中 ,C 代表 系统 的 自由 能 ;S 代表 系统 的 业 ; 五 为 系统 的 总 热能 ;7 为 系统 的 绝对 温度 。 上 述 方程 适合 
任何 系统 。 

在 恒温 、 恒 压条 件 下 ,可 衍生 出 Gibbs-Helmholtz 方 程 :AC=AH-TAS 
式 中 ,Ac 为 自由 能 的 变化 ;AZ 为 总 热能 的 变化 ;AS 是 灶 的 变化 ;7 仍然 是 绝对 温度 。 

由 于 多 数 生命 系统 处 于 恒温 (37% ) 和 恒 压 (101.3kPa) 条 件 下 ,因此 上 述 方程 同样 适用 于 生命 系统 ， 
包括 发 生 在 体内 的 每 一 个 生化 反应 。 








第 二 节 ”生化 反应 的 方向 性 与 自由 能 之 间 的 关系 


假设 一 个 生化 反应 :A+B < 一 > C+D 


在 恒温 和 便 压 下 ,不 难 推导 出 以 下 公式 (推导 过 程 从 略 ):AC-ACe'+Rrin 上 CJLD] 


[Aj[B] 





式 中 ,Ac 为 反应 的 自由 能 变化 ;AC?' 为 在 标准 条 件 下 (反应 温度 为 25% ,压强 为 101.3 kPa, 底 物 和 产 
物 的 浓度 均 为 1 molL,pH 为 7) 的 自由 能 变化 ;R 为 气体 常数 (为 8.31 x 10”kJ'mol……K”,K 为 玻 尔 效 
曼 常 数 )。 

以 上 公式 显示 ,一 个 生化 反应 的 自由 能 变化 包括 两 个 部 分 :一 部 分 是 恒定 的 , 它 由 底 物 和 产物 固有 
的 性 质 决定 ; 另 一 部 分 是 可 变 的 , 它 由 反应 的 温度 . 底 物 与 产物 的 浓度 决定 。 在 给 定 的 条 件 下 ,通过 上 述 
公式 可 以 计算 出 一 个 反应 的 自由 能 的 变化 值 , 但 必须 首先 确定 在 标准 条 件 下 的 自由 能 变化 即 Ac?' 。 

如 果 反 应 到 达 平 衡 , 则 AC=0。 上 面 的 公式 可 作 以 下 的 转变 (K", 为 反应 的 平衡 常数 ): 


[cj[D] 全 
人 


已 知 及 ,= 外 则 AcCs' =-RTln 天 或 AC2 =-2.303RT lgK， 


因此 ,如 果 一 个 反应 的 平衡 常数 已 知 , 则 很 容易 通过 上 式 计算 出 该 反应 的 标准 自由 能 变化 。 
一 个 反应 的 Ac 确定 以 后 ,那么 此 反应 在 一 个 给 定 的 非 标 准 条 件 下 的 Ac 很 容易 计算 出 来 。 通 
过 计算 AG, 可 以 判断 一 个 反应 在 给 定 条 件 下 进行 的 方向 。 

如 果 AC<0, 该 反应 就 可 以 自发 地 进行 ,此 反应 为 放 能 反应 (exergonic) 或 下 坡 反应 (downhill 
reaction)。 需 要 特别 注意 的 是 ,如 果 AcG 为 一 个 非常 大 的 负 值 , 则 表明 此 反应 趋 于 完全 ,为 不 可 逆反 应 ; 
如 果 Ac=0, 反 应 就 处 于 平衡 状态 , 底 物 和 产物 的 浓度 维持 不 变 ; 如 果 AcC>0, 此 反应 就 不 能 自发 地 进 
行 ,除非 向 此 反应 提供 能 量 , 因 此 该 反应 为 需 能 反应 (endergonic) 或 上 坡 反应 (uphill reaction)。 如 果 
AcC 是 一 个 非常 大 的 正 值 , 则 意味 着 整个 底 物 处 于 一 种 非常 稳定 的 状态 ,反应 几乎 没有 发 生 的 可 能 。 

以 糖 酵 解 中 的 磷酸 二 羟 丙 酮 异 构成 3- 磷酸 甘油 醛 的 反应 为 例 ,这 步 反 应 的 平衡 常数 为 0.475 ,将 
它 代 入 AG?' =-2.303RT lgK4, 则 得 : 

AGCe=-2.303 x8.314 x 103x310 xlg0.475=1.92 kJ/mol。 

AC?' 为 正 值 ,说 明 此 反应 在 标准 条 件 下 是 不 利 的 。 但 细胞 内 的 [ 磷酸 二 凑 丙 酮 ]=2 x 10 ”mol/L， 

[ 3- 磷酸 甘油 醛 ]=3 x 10 ”molL, 因 而 : 


AC=AC2>+RT ln 








AGC-ACe+RTln [3- 磷酸 甘油 醛 ]】 -192+8.314x103x310xln3x1l0”- 89kjmol 
[ 磷酸 二 羟 丙 酮 ] 2x10+ 
这 表明 在 细胞 内 ,此 反应 仍 可 以 自发 地 进行 。 
由 此 可 见 , 一 个 Ac? 为 正 值 的 反应 在 细胞 内 仍然 可 以 朝 正 反应 方向 进行 底 物 浓 度 足 够 高 ， 


或 者 产物 的 浓度 足够 低 。 

需要 特别 注意 的 是 ,任何 在 热力 学 上 有 利 ,可 以 自发 进行 的 反应 ,都 具有 活化 能 的 障碍 需要 克服 。 
热力 学 定律 只 能 预测 一 个 反应 能 和 否 自 发 进行 ,但 并 不 能 预测 出 一 个 反应 的 动力 性 性 质 , 即 一 个 反应 有 没 
有 发 生 以 及 反应 速率 是 多 少 这 种 现实 性 。 例 如 ,葡萄 糖 氧 化 成 CO, 和 H20 的 反应 ,其 AG? 为 -5 693 kJ/ 
mol ,是 一 个 非常 大 的 负 值 。 这 意味 着 葡萄 糖 的 氧化 在 热力 学 上 是 一 个 极为 有 利 的 反应 ,但 这 个 反应 如 
果 没 有 酶 的 催化 或 者 直接 将 其 用 火 燃 烧 的 话 , 糖 馆子 里 的 葡萄 糖 在 室温 下 很 难 被 氧化 成 HEO 和 CO,。 


第 三 节 AG 与 AE 之 间 的 关系 


细胞 内 的 很 多 反应 为 氧化 还 原 反 应 ,一 个 氧化 还 原 反 应 的 Ac”' 与 其 标准 氧化 还 原 电 位 (标准 条 
件 与 自由 能 的 标准 条 件 一 样 ) 的 变化 值 AE8 可 用 公式 AC? =-nFAE3 表 示 ,n 为 电子 转移 数 ,F 是 法 拉 
第 (Farady) 常 数 ,为 96.485 kJ'mol …V”,AES = 含有 氧化 剂 或 电子 受 体 的 半 反 应 Be' - 含有 还 原 剂 或 
电子 供 体 的 半 反 应 的 巨 *。 而 非 标准 条 件 下 的 Ac 与 同样 条 件 下 的 A 已 之 间 的 关系 为 :AC=-nFAE。 


9, 
生化 反应 的 标准 条 
件 与 纯化 学 反应 的 标准 条 件 
有 何不 同 ? 





根据 热力 学 第 二 定 
律 解 释 : 金 刚 石 转变 为 石墨 
是 有 利 的 ,但 却 很 难 发 生 。 
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偶 联 机 制 一 : 





A+C 一 一 一 B+D+ 热 
偶 联 机 制 二 : 
和 
D 

于 
YI | 

更 

B C 


19-2 放 能 反应 与 吸 能 
反应 偶 联 的 两 种 机 制 


266 


假设 一 个 氧化 还 原 反 应 A+BH: 一 一 一 人 AH2+B， 此 反应 实际 上 由 两 个 半 反 应 即 还 原 半 反应 (reductive 
half-reaction)A+2H'+2e 一 一 一 AH 和 氧化 半 反 应 (oxidative half-reaction) BH, 一 一 一 B+2H +2e 组 成 ， 
根据 Nernst 方程 : 


23R71 [AH:][B] 则 Acc_nF{AEe_23RT1 [AH:][B] 


0 站 gs[A][BED] 


[AH ]LB] [AH ][B] 
[A]j[BH:] LA]j[BH2: ] 

下 面 以 丙酮 酸 +NADH+H 一 一 一 有 孔 酸 HINAD” 反应 为 例 加 以 说 明 。 该 反应 由 两 个 半 反 应 : 半 反 
应 1, 丙 酮 酸 12H342e 一 -一 乳酸 ; 半 反 应 2,NADHHH 一 一 NAD'32H32e 组 成 ,其 中 半 反 应 1 的 忆 s' = 
-0.190 V, 半 反应 2 的 天 8' =-0.320V, 由 于 丙酮 酸 为 氧化 剂 (电子 受 体 )),NADH 为 还 原 剂 (电子 供 体 ), 所 以 ， 
As'=-0.190 V-(-0.320 V) =0.130 V, 而 AG2' =-nFAES'=-2 x 96.48 x 0.130=-25.1 kJ/mol。 

AGs ' 为 负 值 说 明 在 标准 条 件 下 有 利于 正 反 应 (乳酸 的 形成 ) 的 进行 。 

如 果 不 是 在 标准 条 件 下 ,而 是 反应 混合 物 中 [乳酸 ]/ [丙酮 酸 ] 和 [NAD*]/[NADH ] 均 为 


[AH ][B] 
[A][BH2 ] 
mol。 此 时 Ac 为 正 值 ,这 说 明 在 此 条 件 下 有 利于 逆反 应 的 进行 。 


=2.3RT lg -nFAE9 -=2.3RTlg +AG9 


1 000 : 1， 则 AC=2.3RT1lg -PFAEs' =2.303 x 8.314x 10”x310xlg(1 000x1000)-25.1=10.5 kJ/ 


第 四 节 ”生命 系统 内 的 偶 联 反 应 


假定 一 个 反应 A 一 B,AGCi=Ca-CA>0, 则 此 反应 不 能 自发 地 进行 ,但 如 果 此 反应 通过 某 种 机 制 与 另 

外 一 个 AG:=GCo-Gx <0 的 反应 C 一 D 偶 联 在 一 起 ,而 且 总 的 自由 能 变化 AC=AGCi+AC<0, 则 A 一 B 的 反 
应 照样 可 以 自发 进行 ,在 这 里 第 二 个 反应 释放 出 的 能 量 被 用 来 驱动 第 一 个 反应 

在 生物 体内 ,有 两 种 偶 联 机 制 。 第 一 种 机 制 通过 一 个 关 辣 丙 代 谢 站 同和 洲 严 而 克 19-2), 反 应 式 
可 简写 为 :A+C 一 I 一 B+D。 

以 葡萄 糖 的 磷酸 化 反应 为 例 加 以 说 明 : 葡 萄 糖 +Pi 一 一 6- 磷酸 葡 糖 +H2O。 

该 反应 的 AC?' =13.8 kJ/mol, 显 然 这 样 的 反应 在 热 动力 学 上 是 极端 不 利 的 。 再 来 看 另外 一 个 反应 
ATP+H 0 一 ADP+Pio 此 反应 的 ACs--30.5 kJ/mol, 是 一 个 极 大 的 负 值 。 如 果 这 两 个 反应 能 够 偶 联 起 来 ， 
总 反应 式 就 为 :葡萄 糖 +ATP 一 一 6- 磷酸 葡 糖 +ADP。 

总 的 自由 能 变化 Ac =13.8+(-30.5) =-16.7 kJ/mol ,依然 是 一 个 较 大 的 负 值 , 也 就 意味 着 葡萄 糖 可 
顺利 地 磷酸 化 为 6- 磷酸 葡 糖 。 实 际 上 在 细胞 内 ,在 己 糖 激酶 或 葡萄 糖 激 酶 的 催化 下 ,这 两 个 反应 正 
是 紧密 地 偶 联 在 一 起 的 。 

ar 的 第 二 种 机 制 是 通过 特殊 的 高 能 生物 分 子 (high-energy biomolecule) 来 进行 的 :其 中 在 第 

应 释放 出 的 自由 能 中 ,有 一 部 分 转变 为 高 能 生物 分 子 (如 ATP) 之 中 的 化 学 能 贮存 起 来 ,而 第 二 
oa 由 第 一 个 反应 形成 的 高 能 生物 分 子 来 驱动 。 细 胞 内 有 很 多 这 样 的 例子 ,一 般 情 况 是 
细胞 内 的 分 解 代谢 产生 生物 高 能 分 子 , 合 成 反应 则 利用 这 些 高 能 分 子 (图 19-2)。 


第 五 节 高 能 生物 分 子 


高 能 生物 分 子 又 简称 为 高 能 分 子 , 它 是 指 那些 既 容易 水 解 又 能 够 在 水 解 之 中 释放 出 大 量 自由 能 
(AGC2? 为 极 大 的 负 值 ) 的 一 类 分 子 的 总 称 , 以 高 能 磷酸 化 合 物 (high-energy phosphate compound) 最 为 常 


As ee ec > 


见 。 在 高 能 分 子 水 解 的 时 候 , 被 水 解 断裂 的 化 学 键 似乎 贮存 着 大 量 的 能 量 ,因此 有 人 称 此 键 为 高 能 键 
(high-energy bond), 经 常用 “~ ”表示 。 


上 表 19-1 常见 的 高 能 分 子 





名 称 0 高 能 键 水 解 以 后 的 产物 高 能 键 水 解释 放出 的 AC2/(U mol ) 

磷酸 烯 醇 式 丙 酮 酸 丙酮 酸 +Pi -62 

3',S'-cAMP 5'-cAMP -50.4 
1,3- 二 磷酸 甘油 酸 3- 磷酸 甘油 酸 +Pi -49.6 
磷酸 肌 酸 肌 酸 +Pi -43.3 
乙酰 磷酸 乙酸 +Pi -43.3 
ATP ADP+Pi =35.7 
ATP AMP+PPi -35.7 
PPi 2Pi -33.6 
尿 苷 二 磷酸 葡 糖 UDP+ 葡萄 糖 -31.9 
乙酰 -CoA 乙酸 +CoA -31.5 
S- 腺 苷 甲 硫 氨 酸 腺 苷 +Met -25.6 


表 19-1 为 一 些 常见 的 高 能 分 子 的 名 称 、 结 构 和 相应 的 Ac? 值 ,其 中 磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 “ 高 高 在 
上 ”, 其 水 解 时 释放 的 能 量 最 高 ,大 约 为 ATP 的 两 倍 。 而 ATP 正好 位 于 “中 游 ” 的 位 置 ,这 意味 着 它 合 
成 起 来 容易 ,利用 起 来 也 容易 。 正 是 ATP 在 众多 的 高 能 分 子 之 中 所 处 的 独特 位 置 ,使 它 成 为 最 重要 的 
能 量 载体 。 通 过 它 ,细胞 内 的 放 能 反应 和 需 能 反应 很 容易 发 生 偶 联 。 

以 糖 酵 解 最 后 一 步 合成 ATP 的 反应 (参看 第 二 十 二 章 “ 糖 酵 解 ”) 为 例 ,此 反应 的 AC? =-31.3 kJ/mol， 
磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 为 底 物 。 糖 酵 解 的 第 一 步 反 应 则 是 一 步 消 耗 ATP 的 反应 ,AC? =-16.7 kJ/mol。 这 
说 明 一 方面 葡萄 糖分 解释 放出 的 一 部 分 能 量 驱动 了 ATP 合成 , 另 一 方面 新 合成 的 ATP 又 可 以 反 过 来 
激活 新 的 葡萄 糖分 子 ,而 使 得 更 多 的 葡萄 糖分 子 进 入 糖 酵 解 。 那 么 ,磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 能 否 直接 将 其 
磷酸 基 团 转移 到 和 葡萄糖, 而 不 需要 ATP 作为 中 介 物 呢 ? 答案 是 不 能 ,因为 细胞 内 根本 就 不 存在 相关 的 
酶 。 因 此 ,没有 ATP 的 合成 ,细胞 内 各 种 需 能 反应 是 不 可 能 正常 进行 的 。 

采风 ， 二 汪 区 人 全 ATP 开征 大 与 记 有 的 生 当 过 程 国 19-3), 例 如 肌肉 收缩 .生物 合成 、 

细胞 运动 .细胞 分 裂 .主动 转运 .神经 传导 等 ,因此 
ee、 有 人 称 之 为 通用 的 “能 量 货币 ”(energy currency)。 










肌 酸 细胞 的 正常 生理 活动 需要 消耗 大 量 的 ATP, 所 以 
底 物 水 平 磷酸 化 
氧化 磷酸 化 细胞 内 ATP 的 周转 率 (turnover rate) 非常 高 。 据 
ATP 估计 ,一 个 人 在 24 h 内 水 解 及 再 合成 的 ATP 总 量 
相当 于 他 的 体重 。ATP 如 此 高 的 周转 率 使 得 它 并 
ATP/ADP 循 环 


不 适合 充当 能 量 的 贮存 者 。 例 如 ,肌肉 运动 时 需 
要 消耗 大 量 的 ATP, 以 至 于 水 解 ATP 的 速率 远 远 


ADP 肌肉 收缩 
大 于 重新 合成 ATP 的 速率 ,在 生物 进化 的 过 程 中 ， 
神经 传导 等 磷酸 肌 酸 的 出 现 解决 了 ATP 的 供需 矛盾 。 在 天 


息 状 态 下 ,ATP 浓度 较 高 ,磷酸 肌 酸 作为 “黄金 储 
备 " 得 以 大 量 合成 ,以 备 不 时 之 需 。 
磷酸 肌 酸 并 不 是 唯一 的 贮 能 物质 , 某 些 生物 (如 龙虾 和 艇 类 ) 还 可 以 使 用 磷酸 精 氨 酸 代替 磷酸 肌 
酸 ,而 某 些 微生物 则 使 用 聚 偏 磷酸 (polymetaphosphate) 作为 贮 能 物质 (图 19-4)。 一 般 将 磷酸 肌 酸 和 磷 
酸 精 氮 酸 通称 为 磷酸 原 (phosphagen)。 当 ATP 水 解 为 ADP 和 无 机 磷酸 之 后 ,尽管 ADP 也 是 高 能 分 子 ， 
但 机 体 很 少 直接 使 用 它 作 为 能 量 供 体 ,而 是 通过 腺 苷 酸 激酶 (adenylate kinase) 将 ADP 转变 为 ATP。 
ATP 的 利用 方式 除了 将 它 转 变 为 ADP 以 外 ,还 可 以 将 它 转 变 为 AMP 和 焦 磷 酸 ,由 于 焦 磷 酸 很 容 


19-3 ATP 的 合成 和 利用 


在 以 下 生物 分 
子 一 cGMP、 辅 酶 |、 辅酶 
Il、FAD 琥珀 酰 -CoA、2,3- 
BPG、ADP、6- 磷酸 果糖 中 ， 


哪些 含有 高 能 键 ? 
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本 章 小 结 填 填 看 
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阳 阳 NH O 人 
1 60 中 | _p0 1] 计 让 
1 一 人 一 N 一 CH 一 以 FE 人 一 人 一 NE 一 (CH 一 CH - 导 0 一 
0  NHI @ O NHE 人 9 和 gr 9 
磷酸 肌 酸 磷酸 精 氨 酸 聚 偏 磷酸 


化 反应 :ATP+CoASH+RCOOH 一 一 AMP+PPi+RCO-SCoA( 详 见 第 二 十 九 章 “脂肪 酸 代谢 ”)。 焦 磷酸 
的 水 解 不 仅 可 以 使 得 反应 更 加 完全 ,也 使 得 磷酸 根 可 以 循环 利用 。 

除了 ATP 以 外 ,其 他 3 种 核 苷 三 磷酸 有 时 也 可 以 作为 能 量 货币 ,这 几 种 能 量 货币 在 细胞 内 是 可 以 自由 
“兑换 "的 ,但 需要 核 苷 二 磷酸 激酶 (nucleotide diphosphate kinase) 的 催化 (人 参看 第 三 十 一 章 “氨基 酸 代谢 ”) 


ATP+NDP _ 核 许 一 短 酸 激 醒 ADP+NTP 


ATP+AMP 一 腺 攻 酸 激 丁 。 ?ADP 


ATP 除了 作为 “能 量 货币 "使 用 以 外 ,还 可 以 作为 很 多 酶 的 别 构 效应 物 来 调节 相关 酶 的 活性 。 

高 能 分 子 在 水 解 时 能 释放 出 大 量 的 能 量 ( 以 ATP 为 例 ) 主要 与 两 个 因素 有 关 :GD 相 对 ATP 而 言 ， 
水 解 的 产物 ADP 和 无 机 磷酸 具有 更 大 的 共振 稳定 性 (resonance stability) (图 19-5);@) 水 解 以 后 ,负电 
荷 之 间 的 静电 斥 力 减 弱 了 。 








各 一 O- | 一 0 HO 一 P 一 0” 一 ”~ 等 等 
O 6 O 








| | 
腺 苷 一 中 一 0 一 人 
Or Or Or- Or O- O 
19-5 ATP 及 其 水 解 物 的 共振 结构 


细胞 内 ATP 的 合成 就 是 ADP 被 磷酸 化 形成 ATP 的 过 程 ,机 体 有 3 种 合成 ATP 的 手段 : 底 物 水 平 
磷酸 化 (substrate-level phosphorylation) (参看 第 二 十 二 章 “ 糖 酵 解 ”)、 氧 化 磷酸 化 ( 详 见 第 二 十 章 “ 生 物 
氧化 ”) 和 光合 磷酸 化 ( 详 见 第 二 十 六 章 “光合 作用 ”)。 


推荐 网 址 : 

1. http :Wthemedicalbiochemistrypage.org/thermodynamics.html (完全 免费 的 医学 生物 化 学 课程 网 站 ,有 
关 热 力学 的 内 容 ) 

2. http :Wen.wikipedia.org/wiki/Bioenergetics (维基 百科 有 关 生 物 能 学 的 内 容 ) 

3. http:/Wwww.rpi.edu/deptbcbp/molbiochem/MBWeb/mbl/part2/bioener.htm (美国 伦 斯 勒 理 工学 院 的 一 
个 分 子 生 物化 学 课程 网 站 ,有 关 生 物 能 学 的 内 容 ) 

4. http:Wwww.bmb.leeds.ac.ulwillingworthMoxphos/physchem.htm (英国 利 效 大 学 生物 系 提 供 的 与 生物 能 
学 有 关 的 内 容 ) 
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1. Green D 上 ,Zande 了 D. Universal energy principle of biological systems and the unity of bioenergetics. 
Proc Nail 4cad Sci US4 ,78 (9):5 344-5 347 ,1981. 

2. Stuart J,et al. Bioenergetics. 3rd ed. New York :Academic Press ,2002. 


色 第 一 十 章 ”生物 氧化 


生物 体内 发 生 的 氧化 反应 统称 为 生物 氧化 。 与 体外 发 生 的 非 生物 氧化 共同 点 是 :反应 的 本 质 都 
是 脱氧 ` 失 电子 或 加 氧 ;被 氧化 的 物质 相同 , 终 产 物 和 释放 的 能 量 也 相同 。 在 需 氧 生 物体 内 , 糖 类 、 脂 
肪 和 蛋白 质 等 代谢 物 经 生物 氧化 的 终 产 物 均 为 HO 和 CO,, 其 中 CO, 由 生物 氧化 中 形成 的 含有 羧基 
的 中 间 物 经 脱 羚 反 应 产生 。H20 的 形成 比较 复杂 ,一般 是 由 代谢 物 脱 下 来 的 氢 经 电子 传递 体 先 形成 质 
子 , 失 去 的 电子 经 一 系列 电子 传递 体 传 给 0; 形成 氧 负 离子 ,最 后 质子 与 氧 负离子 结合 生成 HO。 

与 非 生物 氧化 不 同 的 是 :生物 氧化 的 主要 方式 为 脱氧; 生物 氧化 是 在 酶 的 催化 下 进行 ,因此 条 件 
比较 温和 ;生物 氧化 是 在 一 系列 酶 .辅酶 ( 辅 基 ) 和 电子 传递 体 的 作用 下 逐步 进行 的 ,每 一 步 释放 一 部 
分 能 量 。 以 葡萄 糖 为 例 , 它 在 细胞 内 需要 经 历 几 十 步 反 应 才能 最 终 氧 化 成 CO; 和 HO。 而 在 细胞 外 
的 非 生物 氧化 即 燃烧 几乎 是 “一 路 而 就 ”的 ,一 把 火 可 在 顷刻 间 将 其 氧化 成 CO 和 HO。 生 物 氧化 所 
具有 的 这 一 特征 的 优点 在 于 : 既 可 以 防止 能 量 的 又 然 释放 而 损害 有 机 体 , 又 可 以 让 机 体 更 好 地 捕获 能 
量 合成 ATP。 

本 章 将 主要 介绍 在 生物 氧化 过 程 中 呼吸 链 上 的 电子 传递 和 氧化 磷酸 化 的 机 制 ,特别 是 “化 学 渗 
透 " 学 说 和 结合 变化 "学 说 会 重点 阐述 。 


第 一 节 ”呼吸 链 


生物 氧化 过 程 中 ,从 代谢 物 脱 下 来 的 高 能 电子 需要 经 过 一 系列 中 间 传 递 体 ,最 后 才能 交 给 氧 
气 ,在 其 间 能 量 逐 步 释 放 。 这 种 由 一 系列 电子 传递 体 构成 的 链 状 复合 体 称 为 电子 传递 体系 (eleetron 
transport system,ETS), 或 者 简称 为 呼吸 链 (respiratory chain)。 按 照 最 初 的 电子 来 源 , 呼 吸 链 一 般 可 分 为 
NAD* 呼吸 链 和 了 AD 呼吸 链 。 两 种 呼吸 链 位 于 原核 细胞 的 细胞 膜 和 真 核 细 胞 的 线粒体 内 膜 上 , 主要 功 
能 是 通过 与 氧化 磷酸 化 的 偶 联 产生 ATP。 


一 、 呼 吸 链 的 组 分 

呼吸 链 的 主要 成 分 如 下 : 

() NAD- 及 与 NAD* 偶 联 的 脱 氢 酶 ”此 类 电子 传递 体 以 NAD” 为 辅酶 或 底 物 。 其 传递 电子 或 氢 
的 机 制 是 :先是 NAD- 与 一 个 脱氧 酶 的 活性 中 心 结 合 , 从 代谢 物 得 到 氨 和 电子 以 后 被 还 原 成 NADH/ 
区, 随后 NADH 离开 酶 的 活性 中 心 , 扩 散 到 呼吸 链 的 “入口 ”, 留 下 所 和 电子 后 离开 呼吸 链 去 再 次 与 脱 
氢 酶 结合 ,并 重复 先前 的 过 程 。 由 此 可 见 ,在 传递 电子 的 过 程 中 ,NAD-* 不 断 往返 于 代谢 物 和 呼吸 链 之 
间 , 这 种 性 质 使 之 成 为 一 种 流动 的 电子 传递 体 (mobile electron carrier)。 

(2) 黄 素 及 与 黄 素 偶 联 的 脱 氢 酶 ”此 类 电子 传递 体 以 FMN 或 FAD 作为 辅 基 ,两 个 典型 的 代表 是 
NADH 脱氧 酶 和 琥珀 酸 脱氧 酶 。 

FMN 或 FAD 能 够 作为 电子 传递 体 是 因为 它们 有 氧化 型 和 还 原型 两 种 形式 (图 20-1)。 氧 化 型 的 
FMN 或 FAD 可 以 接受 两 个 电子 和 两 个 质子 ,而 成 为 还 原型 的 FMNH: 或 FADH:。 具 体 的 传递 过 程 可 以 
分 两 步 进 行 ,也 可 以 一 步 到 位 。 如 果 是 一 步 到 位 ,就 两 个 电子 同时 传递 ,没有 半 柄 中间 物 。 如 果 分 两 步 ， 
每 一 步 传递 一 个 电子 ,中 间 有 一 个 半 柄 中 间 物 (FMNH:. 或 FADH:. )。 这 是 一 种 反应 性 极 强 的 自由 基 , 与 
水 相遇 可 能 会 丢掉 电子 ,启动 自由 基 链 式 反 应 ,因此 在 作为 脱 氢 酶 的 辅助 因子 的 时 候 , 黄 素 总 是 以 辅 基 
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《20, 


机 体 有 哪些 天 然 的 
化 合 物 , 可 作为 抗 氧 化 剂 帮 
助 机 体 清除 自由 基 ? 
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的 形式 与 酶 分 子 紧密 结合 ,有 时 甚至 与 之 共 价 结合 。 还 因为 FAD 在 酶 活性 中 心 ,与 多 个 氨基 酸 侧 链 上 
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(3) 辅酶 Q (coenzyme Q,CoQ) CoQ 是 一 种 脂 溶 性 的 醒 类 化 合 物 ,其 结构 与 质 体 柄 相似 , 因 其 广泛 
存在 于 自然 界 , 故 又 名 为 泛 醒 (ubiquinone,UQ)。 不 同 来 源 的 CoQ 的 侧 链 长 度 不 一 定 相同 ,这 与 异 戊 二 
烯 单位 的 数目 (mn 值 ) 有 关 。 值 一 般 为 6~10, 其 中 哺乳 动物 体 的 ” 值 为 10, 故 它 的 CoQ 常 被 简称 为 
Qis CoQ 主要 存在 于 线粒体 内 膜 上 ,作为 呼吸 链 的 重要 成 分 参与 电子 的 传递 ,其 也 存在 其 他 的 生物 腊 
上 ,作为 一 种 抗 氧 化 剂 ,有 利于 机 体 清除 自由 基 。 





Cj 产 冯 内 攻 名 并 当 肌 于 “rntoooeorooorpoooooooroggcons 
传递 体 , 是 因为 它 具 有 氧化 型 和 HiC 一 0 CH 

还 原型 两 种 形式 。 在 细胞 内 ， 。 UQ(ceg) wo 
这 两 种 形式 是 可 以 相互 转变 的 二 0 

(图 20-2): 氧 化 型 的 CoQ 可 以 二 

接受 两 个 质子 和 两 个 电子 , 形 mc 一 o CH 二 
成 还 原型 的 CoQH,。 而 还 原型 和 本 二 
的 CoQH: 可 以 失去 两 个 质子 和 Ua(coaH,) 
两 个 电子 ,重新 转变 为 氧化 型 的 H 

CoQ。 与 FIMN 和 了 TAD 一 样 , 辅 证 吾 

酶 Q 的 得 ( 失 ) 电子 既 可 以 分 两 

步 进行 [ 一 次 得 ( 失 ) 一 个 电子 ]， 本 CH 

也 可 以 一 步 到 位 [ 同时 得 ( 失 ) 两 HiC 一 0 co-ore-oas 十 
个 电子 ] 这 一 点 非常 重要 , 因 。 UQ 卫 (CoQHy) 了 
为 在 呼吸 链 上 某 些 电子 传递 体 本 


( 单 电子 传递 体 ) 一 次 只 能 得 ( 失 ) 20-2 辅酶 Q 的 化 学 结构 及 其 电子 的 传递 功能 


一 个 电子 ,而 某 些 电子 传递 体 ( 双 电子 传递 体 ) 一 次 必须 得 ( 失 ) 两 个 电子 。CoQ 在 两 者 之 间 正 好 起 着 
一 种 过 渡 的 作用 , 即 它 从 双 电子 传递 体 一 次 接受 两 个 电子 ,再 分 两 次 传 给 单 电 子 传递 体 。 

Co 在 线粒体 内 膜 上 的 含量 远 远 超过 呼吸 链 上 的 其 他 成 员 ,其 脂 溶性 的 性 质 使 得 它 在 膜 上 具有 高 
度 的 流动 性 ,因此 它 特别 适合 作为 一 种 流动 的 电子 传递 体 ,在 两 个 非 流 动 的 电子 传递 体 之 间 传 递 电子 。 

(4) 铁 硫 蛋白 (iron-sulfur protein) 又 称 为 铁 硫 中 心 (iron-sulfur center) 或 铁 硫 得 (iron-sulfur cluster) 其 
分 子 之 中 含有 非 血红 素 铁 , 还 可 能 含有 对 酸 不 稳定 的 无 机 S, 其 中 Fe 通过 配 位 键 与 含有 孤 对 电子 的 硫 
结合 。 铁 硫 蛋 白 是 借助 于 铁 的 价 态 变化 来 传递 电子 。 

已 知 铁 硫 蛋白 有 3 类 (图 20-3): 第 一 类 含有 单个 Fe, 但 没有 无 机 S。 此 类 铁 硫 蛋白 上 的 单个 Fe 
与 4 个 Cys 残 基 上 的 莹 基 S 相 连 ;第 二 类 含有 2 个 Fe 和 2 个 无 机 SCFe:S), 其 中 每 个 Fe 各 与 2 个 无 
机 S 和 2 个 Cys 残 基 的 琉 基 S$ 相连 ;第 三 类 含有 4 个 Fe 和 4 个 无 机 S(Fe: S), 其 中 的 Fe 与 S 相 间 排 
列 在 一 个 正六 面体 的 8 个 顶点 ,此 外 ,4 个 Fe 还 各 与 1 个 Cys 残 基 上 的 琶 基 S 相连 。 

(5) 细胞 色素 “ 它 也 是 借助 于 铁 的 价 态 变化 来 传递 电子 ,但 与 铁 硫 蛋 白 不 同 ,细胞 色素 含有 血红 
素 铁 。 

细胞 色素 广泛 存在 于 需 氧 生 物 。 目 前 已 发 现 的 细胞 色素 有 30 多 种 ,每 一 种 细胞 色素 都 有 特殊 的 
光 吸 收 。 它 们 的 还 原形 式 通常 具有 aw 、B_ 和 ?y 三 个 吸收 峰 。 其 中 a 吸收 峰 的 差别 最 大 ,因此 有 人 根 
据 此 吸收 峰 的 波长 ,将 细胞 色素 分 为 ab 和 三 大 类 ,与 它们 结合 的 血红 素 辅 基 分 别称 为 血红 素 a、b 和 
ce。 每 一 大 类 还 可 以 细 分 。 例 如 ,a 类 细胞 色素 可 分 为 细胞 色素 a 和 a, 这 两 种 细胞 色素 通常 形成 紧密 的 
复合 物 。b 类 细胞 色素 可 分 为 细胞 色素 bs 和 细胞 色素 bs 等 ,e 类 细胞 色素 可 分 为 细胞 色素 ec 和 ci。 

细胞 色素 aas 上 的 铁 离 子 只 形成 了 5 个 配 位 键 , 因 此 还 能 与 0, 再 形成 一 个 配 位 键 ,从 而 将 上 游 传 
过 来 的 电子 直接 交 给 氧气 。 但 铁 离 子 也 可 与 CO 氨 化 物 、H2S 或 至 氮 化 物 等 含有 孤 对 电子 的 物质 形成 
配 位 键 ,因而 如 果 细 胞 色素 aa 与 0, 以 外 的 物质 (如 氨 化 物 ) 结 合 ,就 会 阻 断 整 个 呼吸 链 的 电子 传递 ， 
引起 机 体 中 毒 。 

(6) 分 子 氧 。 


二 、 呼 吸 链 组 分 的 排列 顺序 

不 论 是 在 原核 细胞 的 质 膜 上 ,还 是 在 真 核 细胞 的 线粒体 内 膜 上 ,构成 呼吸 链 的 各 个 组 分 都 是 按照 
一 定 的 次 序 排列 的 。 使 用 下 述 几 种 方法 ,人 们 可 以 确定 它们 在 呼吸 链 上 的 排列 顺序 。 

(GD) 测定 各 成 分 的 标准 氧化 还 原 电 位 CE” ) 到 ? 值 表 示 一 种 物质 的 氧化 还 原 能 力 ,E” 值 越 小 ,其 
还 原 性 越 强 ,更 容易 被 氧化 ; 妃 ” 值 越 大 ,其 氧化 性 越 强 ,更 容易 被 还 原 ( 表 20-1)。 因 此 ,呼吸 链 中 各 种 
组 分 的 排列 顺序 应 当 由 低 本 依次 向 高 有 排列。 但 是 ,由 于 各 传递 体 在 体外 测 得 的 Z? 值 与 它们 在 内 
膜 环 境 上 实际 的 8 值 可 能 有 出 入 ,因此 ,对 于 此 方法 得 出 的 结论 必须 谨慎 对 待 。 


me- 表 20-1 电子 传递 体 的 标准 氧化 还 原 电 位 





还 原 反 应 ( 半 反 应 ) eV 

2H-+2e 一 了 -0.414 

NAD'+H'+2e 一 NADH+ -0.320 
NADH 脱 氢 酶 (FMN)+ 2H' +2e 一 NADH 脱氧 酶 (FMNH2) -0.30 
CoQ+2H' +2e 一 CoQH， 0.045 
细胞 色素 b(Fe)+e 一 细胞 色素 b(Fe2) 0.077 
细胞 色素 c(Fe”*)+e 一 细胞 色素 c(Fe2) 0.22 
细胞 色素 cl (Fe")+e 一 细胞 色素 cl (Fe) 0.254 
细胞 色素 a(Fe*)+e 一 细胞 色素 a(Fe2) 0.29 
细胞 色素 a(Fe”")+e 一 细胞 色素 ma(Fe”) 0.55 
1/20; +2H + 2e 一 HO 0.816 





WA 
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如 何 确定 一 种 铁 硫 
蛋白 有 无 无 机 硫 ? 





@20-3 三 类 铁 硫 蛋白 的 
结构 


(GE 大 治疗 氰 化 物 中 毒 
的 一 种 方法 是 让 中 毒 者 服用 
适量 的 亚 硝 酸 盐 和 硫 代 硫 酸 
钠 ,你 认为 其 中 的 生化 机 理 
是 什么 ? 
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(2) 确定 在 有 氧 环 境 下 氧化 反应 达到 平衡 时 各 电子 传递 体 的 还 原 程度 ”在 有 氧 条 件 下 ,测定 离 体 
线粒体 的 三 羧 酸 循环 反应 达到 平衡 时 ,呼吸 链 中 各 组 分 的 还 原 程度 。 倘 若 反 应 达到 平衡 , 则 从 呼吸 链 
的 起 点 到 终端 ,各 组 分 的 还 原 程度 一 定 是 递减 的 , 即 越 靠近 氧气 ,其 还 原 程度 就 越 低 。 这 种 情况 类 似 
于 物理 学 上 的 联通 管 ,水 流 相 当 于 电子 流 ,水 位 相当 于 还 原 程度 。 若 进 水 量 = 出 水 量 (流量 达到 平衡 )， 
则 水 位 从 进 水 管 到 出 水 管 逐渐 减低 , 离 进 水 口 最 近 的 水 管 中 的 水 位 最 高 ,而 离 出 水 管 最 近 的 水 管 中 的 
水 位 最 低 。 


AD 间 一 一 全 的 一 一 0 


抗 霉 素 A 
NADH 一 一 Q 一 一 Cytb 凶 Cytci 一 一 Cytc 一 Cyttata) 一 一 0， 
CN-、CO、 
H2S 或 登 氮 化 物 
NADH 一 Q 一 一 Cytb 一 一 Cytcl 一 一 Cytc 一 一 Cyt(at+a)， 一 一 0 


侠 20-4 几 种 呼吸 链 抑制 剂 的 化 学 结构 及 其 作用 位 点 


(3) 使 用 特异 性 呼吸 链 抑制 剂 和 人 工 电子 毛 地 黄 苷 处 理 
受 体 ”使 用 位 点 特异 性 抑制 剂 阻 断 呼吸 链 中 的 
特定 环节 ,经 过 一 定时 间 以 后 ,在 被 阻 断 部 位 的 
上 游 ,各 个 传递 体 应 为 还 原型 ,而 下 游 一 侧 的 应 
为 氧化 型 ,这 正 像 用 塞 子 在 某 一 处 将 联通 管 堵 住 
一 样 , 受 堵 部 位 前 面 各 水 管 中 的 水 应 该 是 满 的 
(全 是 还 原型 ), 而 受 堵 部 位 后 面 各 水 管 中 的 水 很 
快 就 流光 (全 是 氧化 型 )。 然 而 ,假定 在 堵塞 部 位 
的 前 方 开 一 个 小 孔 , 则 水 流 将 “另辟蹊径 ” ,恢复 
流动 。 人 工 电子 受 体 (artificial electron acceptor) 
(如 铁 氰 化 钊 和 亚 甲 蓝 ) 的 作用 就 相当 于 上 述 的 
小 孔 , 它 可 以 插入 到 呼吸 链 上 特定 的 部 位 ,接受 
巨 % 值 比 它 低 的 传递 体 上 的 电子 ,使 得 电子 恢复 
流动 。 因 此 ,通过 分 析 不 同 的 抑制 剂 和 不 同 的 人 
工 电子 受 体 作用 呼吸 链 的 结果 ,也 可 以 确定 呼吸 去 所 剂 增 深 
链 中 各 传递 体 的 排列 顺序 。 

图 20-4 为 几 种 常见 的 呼吸 链 抑 制剂 的 作用 
位 点 ,显然 ,它们 对 于 绝 大 多 数 生 物 都 是 有 毒 的 。 
例如 , 氰 化 钠 有 剧 毒 , 鱼 芯 酮 曾经 被 渔民 用 做 捕 
杀 鱼 类 的 毒饵 ,将 少量 的 到 氮 化 物 放 人 存放 树脂 
溶液 之 中 ,可 防止 微生物 的 污染 。 

(4) 呼吸 链 的 拆 分 和 重组 ”使 用 图 20-5 所 
示 的 方法 ,可 将 呼吸 链 拆 分 成 4 种 具有 不 同 催 
化 活性 的 复合 物 ( 复 合体 [~ 复合 体 IV ) 以 及 游 











的 结构 和 组 成 ,以 及 它们 在 体外 所 能 催化 反应 的 性 质 , 同 时 结合 其 他 几 种 方法 ,已 基本 确定 呼吸 链 上 
各 组 分 的 精确 排列 顺序 (图 20-6)。 从 图 中 可 以 看 出 ,呼吸 链 是 以 复合 体 的 形式 组 织 在 一 起 的 。 其 中 
NAD* 呼吸 链 由 复合 体 [. 开 JV 以 及 两 种 流动 的 电子 传递 体 CoQ 和 细胞 色素 e 共同 组 成 ,FAD 呼吸 链 
则 由 复合 体 开 、 亚 TV 以 及 同样 的 两 种 流动 的 电子 传递 体 共 同 组 成 。CoQ 在 复合 体 T 和 亚 或 复合 体 正 和 
亚 之 间 传 递 电子 ,细胞 色素 ec 在 复合 体 亚 和 IV 之 间 传 递 电子 。 电 子 到 达 每 一 个 复合 体 以 后 , 先 沿 着 内 
部 的 环 路 进行 传递 ,再 通过 流动 的 电子 传递 体 传 给 下 一 个 复合 体 。NAD-” 呼吸 链 电子 传递 的 方向 是 : 
复合 体 I 一 Cog 一 复合 体 亚 一 细胞 色素 e 一 复合 体 V 一 0)。FAD 呼吸 链 电子 传递 的 方向 是 :复合 体 
开 一 CoQ 一 复合 体 亚 一 细胞 色素 e 一 复合 体 V 一 O;。 





内 腊 






2H” 





1/2 O)+2H ” H2O 


因 
语 1/2 O)+2 了 


三 、 复 合体 工 . 开 . 亚 和 的 结构 与 功能 
表 20-2 概括 并 比较 了 4 种 复合 体 最 重要 的 性 质 ,以 及 它们 在 呼吸 链 上 的 相互 关系 。 为 了 进一步 
说 明 它 们 的 结构 与 功能 ,下面 就 分 别 作 介绍 。 
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同等 剂量 的 鱼 茧 
酮 、 萎 锈 灵 和 抗 霉 素 A, 你 认 
为 哪 一 种 抑制 呼吸 链 的 效果 

















最 强 ? 为 什么 ? 
me 表 20-2 复合 体 I .I 下 和 的 结构 和 性 质 
0 动 在 内 膜 上 的 
0 
I NADH-CoQ 氧 化 ”0.7-0.9 43, 其 中 有 7 条 1 个 FMN 6-9 个 NADH 一 车 企 鱼 蕨 酮 、 安 米 1 
还 原 酶 由 mtDNA 编码 ” 铁 硫 蛋白 CoQ 妥 、 杀 粉 菌 素 
I 琥珀 酸 -CoQ 氧化 0.14 4-5 1 个 FAD,.3 个 铁 “琥珀 酸 0 萎 锈 灵 2 
还 原 酶 硫 和 蛋白 一 CoQ (carboxin) 
亚 CoQ- 细胞 色素 ce 0.25 11, 其 中 有 1 条 2 个 血红 素 b1 CoQ 一 细 4 个 抗 霉 素 A 3 
氧化 还 原 酶 由 mtDNA 编码 “个 血红 素 c1 个 。” 胞 色素 e 
铁 硫 蛋 白 
TV 细胞 色素 e 氧化 酶 。 0.16~0.17 “13, 其 中 有 4 条 2 个 cu、 血红 素 细胞 色素 本 CO、H:S 和 氰 化 6~7 
由 mtDNA 编码 a 血红 素 as c 一 0 物 、 释 氮 化 物 
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试 设计 一 个 实验 , 确 
定 一 对 电子 经 过 4 种 复合 物 ， 
各 能 产生 多 少 个 质子 梯度 ? 


两 二 酸 能 否 抑制 呼 
吸 链 ? 为 什么 ? 
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1. 复合 体 I 该 复合 体 是 电子 进入 NAD* 呼吸 链 的 门户 ,由 于 它 在 体外 能 够 催化 NADH 的 氧化 和 
CoQ 的 还 原 ,因此 又 被 命名 为 NADH-CoQ 氧化 还 原 酶 。 它 的 主要 成 分 为 NADH 脱氧 酶 ,并 以 NADH 
为 底 物 ,FMN 和 铁 硫 蛋 白 为 辅 基 。 

电子 在 复合 体 工 内 的 流动 方向 是 :NADH 一 FMN 一 铁 硫 蛋 白 一 CoQ ,其 中 CoQ 为 电子 的 最 终 受 
体 。1 对 电子 在 流 过 复合 体 工时 ,有 4 个 质子 泵 出 线粒体 基质 进入 膜 间 隙 (图 20-7)。 

2. 复合 体 { 该 复合 体 是 电子 从 琥珀 酸 进入 FAD 呼吸 链 的 人口 , 它 在 体外 能 够 催化 琥珀 酸 的 氧 
化 和 Co 的 还 原 , 因 此 又 被 命名 为 琥珀 酸 -CoQ 氧化 还 原 酶 。 该 复合 体 最 重要 的 成 分 是 琥珀 酸 脱氧 酶 ， 
它 也 参与 三 羧 酸 循环 。 除 此 以 外 ,复合 体 开 还 含有 铁 硫 和 蛋白 和 细胞 色素 bo。 

电子 在 复合 体 开 内 的 流动 方向 是 :琥珀 酸 一 FAD 一 铁 硫 蛋白 一 细胞 色素 bm 一 CoQ。CoQ 仍然 
为 电子 的 最 终 受 体 。 电 子 在 流 过 复合 体 开 时 ,无 质子 离开 线粒体 基质 。 

除了 琥珀 酸 脱 氢 酶 能 够 产生 FADH; 以 外 ,甘油 
磷酸 脱氧 酶 和 脂 酰 -CoA 脱氧 酶 也 能 产生 FADH.。 
但 这 两 种 酶 产生 的 FADH, 并 非 是 通过 复合 体 开 进 
入 呼吸 链 的 ,而 是 通过 与 线粒体 内 膜 结合 的 其 他 一 
些 蛋 白质 将 电子 直接 交 给 CoQ (参看 脂肪 酸 氧化 )， 
再 通过 复合 体 亚 和 了 最 终 交 给 氧气 。 

3. 复合 体 亚 

该 复合 体 的 电子 供 体 为 CoQH。 由 于 它 在 体 
外 能 够 催化 Co0H 的 氧化 和 细胞 色素 e 的 还 原 , 因 。 侠 20-7 电子 在 复合 体 | 上 的 传递 
此 又 名 为 CoQ- 细胞 色素 e 氧化 还 原 酶 。CoQ 作为 流动 的 电子 载体 ， 负责 从 复合 体 工 或 工 获取 电子 ， 
然后 “流动 到 复合 体 亚 ,并 * 交 出 ”电子 。 

电子 在 复合 体 亚 内 的 流动 方向 是 :CoQH; 一 细胞 色素 b 一 铁 硫 蛋 白 一 细胞 色素 c; 一 细胞 色素 c。 
细胞 色素 e 为 电子 的 最 终 受 体 。1 对 电子 在 流 过 复合 体 焉 时 ,通过 Q 循环 ,有 4 个 质子 从 线粒体 基质 
进入 膜 间隙 。 

4. 复合 体 该 复合 体 的 电子 供 体 为 还 原型 的 细胞 色素 c。 由 于 它 在 体外 能 够 催化 细胞 色素 e 
的 氧化 和 0, 的 还 原 , 因 此 又 被 命名 为 细胞 色素 e 氧化 酶 (cytochrome c oxidase)。 

哺乳 动物 的 复合 体 队 是 由 13 个 亚 基 组 成 ,含有 血红 素 a、as 和 两 个 铜 中 心 一 2 个 Cu 和 1 个 
Cun; 细 菌 的 复合 体 则 比较 简单 ,只 由 3~4 个 亚 基 组 成 ,但 在 功能 上 毫 不 逊色 。 哺 乳 动 物 复合 体 中 
3 个 最 大 的 亚 基 与 细菌 的 3 个 亚 基 是 同 源 的 ,这 3 个 最 大 的 亚 基 由 线粒体 基因 组 编码 ,其 他 亚 基 由 细 
胞 核 基因 组 编码 ,起 调节 作用 以 及 参与 复合 体 的 组 装 。 

根据 已 获得 的 细菌 和 牛 心肌 的 细胞 色素 氧化 酶 的 晶体 结构 可 以 看 出 , 亚 基 工 是 复合 体 V 中 最 大 的 
多 肽 ,含有 12 个 跨 膜 螺旋 ,但 没有 任何 膜 外 的 结构 域 。 血 红 素 辅 基 a 和 as 与 亚 基 工 结合 。 两 个 血红 素 
平面 与 膜 垂 直 。 此 外 ,Cus 和 血红 素 a 在 亚 基 工 上 形成 双核 中 心 (bi-nuclear center), 参 与 电子 从 血红 素 a 
到 0, 的 传递 ;两 个 Cu 在 亚 基 下 上 与 Cys 残 基 结合 。 亚 基 开 含有 一 个 大 的 亲 水 性 结构 域 突 出 在 膜 间隙 
一 侧 ,参与 和 还 原型 的 细胞 色素 e 的 结合 。 亚 基 亚 含有 7 个 跨 膜 螺旋 ,但 无 任何 电子 载体 ,其 功能 不 详 。 

电子 在 复合 体内 的 流动 方向 是 :细胞 色素 ec 一 Cus( 亚 基 开 ) 一 血红 素 a( 亚 基 工 ) 一 Cus-as 双核 
中 心 ( 亚 基 工 ) 一 0;。 一 开始 ,2 个 电子 传 给 与 双核 中 心 紧 密 结合 的 0,, 形 成 0: 。 随 后 ,另外 2 个 电子 
也 传 到 双核 中 心 ,并 伴随 着 4 个 质子 被 吸收 而 导致 水 的 形成 。0, 既是 复合 体 T 的 电子 最 终 受 体 , 也 是 
整个 呼吸 链 的 电子 最 终 受 体 。! 对 电子 在 流 过 复合 体 时 共有 2 个 质子 泵 出 线粒体 基质 进入 膜 间隙 (图 
20-8). 已 有 证 据 表明 , 亚 基 工 上 的 带电 荷 氨基 酸 残 基 构成 通道 ,让 质子 通过 它 从 基质 一 侧 进入 膜 间 隙 。 

在 漫长 的 生物 进化 过 程 中 ,复合 体 V 已 形成 一 种 十 分 有 效 的 机 制 , 可 防止 氧气 部 分 还 原 的 中 间 产 物 
如 超 氧 阴离子 (0 过 氧化 基 团 (0 ) 的 提前 释放 。 事 实 上 ,这些 部 分 还 原 的 产物 与 双核 中 心 紧密 结合 








一 般 不 会 提前 释放 ,直到 水 分 子 的 形成 。 如 果 没 有 
这 种 机 制 ,释放 出 来 的 05 和 0; 就 会 对 细胞 造成 
极 大 的 危害 ,因为 0 与 2 个 下 生成 了 0, 而 03 
与 卫 0, 作用 生成 产 基 自由 基 ( .OH)。 有 很 多 证 据 
表明 ,细胞 衰老 .癌变 .DNA 突变 和 一 些 疾病 的 发 生 
均 与 自由 基 有 一 定 的 关系 。 

然而 ,复合 体 共 的 上 述 机 制 并 非 “ 完 美 无 缺 ”， 
有 时 它 也 会 释放 出 氧气 的 部 分 还 原 产 物 , 好 在 细 
胞 内 还 存在 一 种 由 超 氧 化 物 歧 化 酶 (superoxide 
基质 (CN 仙 ) dismutase,SOD) 和 过 氧化 氢 酶 共同 构成 的 “ 双 保 


2H (外 ) 







膜 间 隙 (P 侧 ) 


线粒体 内 腊 


[人 ，2 区 m) Ho 险 " 机 制 , 可 及 时 清除 0 和 H.0,。 
20-8 电子 在 复合 体 IV 上 的 传递 Nelson 等 ,2008) 20p2H 一 NS- H20， 二 O:+H2O 
9: 


有 趣 的 是 ,人 体内 的 某 些 白细胞 在 特定 的 情况 下 , 却 可 通过 呼吸 链 的 “漏洞 "产生 较 多 的 0 和 
H20, 用 以 杀 死 被 生 吻 的 微生物 。 


四 、 植 物 细胞 蔡 代 的 复合 体 

许多 植物 细胞 的 线粒体 除了 含有 上 述 4 种 标准 的 复合 体 以 外 ,还 含有 至 少 两 种 替代 的 复合 体 ,一 种 
是 复合 体 工 的 “替补 ”, 另 外 一 种 是 复合 体 的 “替补 "。 但 与 “ 正 选 ”的 标准 复合 体 不 同 的 是 ,电子 经 过 它 
们 进行 传递 的 时 候 , 并 不 产生 跨 膜 的 质子 梯度 。 因 此 ,来 自 NADH 中 的 高 能 电子 的 能 量 更 多 的 是 变 成 了 
热 。 其 中 复合 体 的 “ 蔡 补 "对 鱼 功 酮 不 敏感 ,只 有 在 细胞 内 [NADH ]/ [NAD7 ] 特 别 高 的 时 候 才 被 激活 。 
复合 体 六 的 “ 蔡 补 " 则 对 KCN 不 敏感 ,这 也 赋予 了 某 些 植物 具有 抗 氰 呼吸 的 性 质 。 此 外 ,这 种 复合 体 没有 铜 ， 
但 具有 双 铁 氧化 中 心 ,在 细胞 内 有 大 量 丙酮 酸 的 时 候 被 激活 ,直接 催化 电子 从 辅酶 Q 传递 给 氧气 。 有 一 
种 叫 巫 毒 百合 (voodoo lily) 的 植物 ,其 肉 穗 花序 (spadix) 含有 大 量 的 “ 蔡 补 ”复合 体 V ,用 于 局 部 产 热 ,这 有 
利于 花序 上 挥发 性 的 胺 类 化 合 物 的 释放 ,产生 像 腐 尸 或 类 便 的 臭 味 ,以 吸引 远 处 的 昆虫 前 来 传粉。 


第 二 节 ”氧化 磷酸 化 


呼吸 链 的 主要 功能 是 通过 与 氧化 磷酸 化 的 偶 联 产生 能 量 货币 ATP。 当 电子 沿 着 呼吸 链 向 下 游 传 
递 的 时 候 , 总 伴随 着 自由 能 的 释放 ,释放 的 自由 能 有 很 大 一 部 分 用 来 驱动 ATP 的 合成 ,这 种 与 电子 传 
递 相 偶 联 的 合成 ATP 的 方式 被 称 为 氧化 磷酸 化 (oxidative phosphorylation,OxP)。 

在 正常 情况 下 ,线粒体 内 膜 上 或 原核 生物 质 膜 上 的 呼吸 链 与 氧化 磷酸 化 是 紧密 偶 联 的 。 这 种 偶 
联 有 两 个 方面 的 含义 :一 是 电子 在 呼吸 链 上 传递 的 时 候 必 然 发 生 氧化 磷酸 化 ;二 是 只 有 发 生 氧 化 磷酸 
化 ,电子 才 可 能 在 呼吸 链 上 进行 传递 。 正 因为 如 此 ,一 且 呼 吸 链 被 阻 断 , 氧 化 磷酸 化 就 被 抑制 ,同样 ， 
氧化 磷酸 化 被 抑制 ,电子 也 不 可 能 在 呼吸 链 上 正常 地 传递 。 


一 、 氧 化 磷酸 化 的 偶 联 机 制 

有 3 种 假说 曾 被 用 来 解释 氧化 磷酸 化 的 偶 联 机 制 , 但 只 有 化 学 渗透 学 说 被 证 明 是 正确 的 。 

化 学 偶 联 假说 (chemical coupling hypothesis) 由 Edward Slater 于 1953 年 提出 ,完全 基于 底 物 水 平 
磷酸 化 的 机 制 , 但 问题 是 电子 在 呼吸 链 上 流动 的 时 候 , 并 没有 生成 想象 中 的 高 能 中 间 物 ,因此 该 假说 
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早已 被 彻底 否定 。 

构象 偶 联 假说 (conformational coupling hypothesis) 由 Paul Boyer 于 1965 年 提出 , 它 的 核心 内 容 是 : 
电子 在 呼吸 链 传递 的 过 程 中 导致 某 些 蛋 白质 从 低能 构象 变 为 高 能 构象 , 当 这 些 蛋 白质 从 高 能 构象 恢复 
到 低能 构象 的 时 候 ,ATP 就 被 合成 了 。 虽 然 电子 在 呼吸 链 上 传递 的 时 候 , 的 确 能 够 观测 到 其 中 某 些 蛋白 
质 的 构象 发 生变 化 ,但 并 没有 任何 证 据 表 明 这 与 氧化 磷酸 化 偶 联 在 一 起 ,因此 该 假说 也 很 快 被 抛弃 。 

化 学 渗透 学 说 (chemiosmotic hypothesis) 由 Peter Mitchell 于 1961 年 提出 ,其 核心 内 容 是 :电子 在 沿 
着 呼吸 链 向 下 游 传递 的 时 候 , 释 放 的 自由 能 先 转化 为 跨 线粒体 内 膜 ( 或 跨 细菌 质 膜 ) 的 质子 梯度 ,随后 
质子 梯度 中 列 藏 的 电化 学 势能 被 直接 用 来 驱动 ATP 的 合成 (图 20-9)。 质 子 多 的 一 侧 , 正 电 荷 多 , 故 称 
为 了 侧 (positive side), 质 子 少 的 一 侧 ,负电 荷 多 , 故 称 为 N 侧 (negative side)。 驱 动 ATP 合成 的 质子 梯 
度 通 常 称 为 质子 驱动 力 (proton motive force,PMF), 是 由 化 学 势能 (质子 的 浓度 差 ) 和 电势 能 (内 负 外 正 ) 
两 部 分 组 成 , 即 AC=RT ln (cxy/ci)+2ZFAVW=2.3RTApH+FAW (图 20-10)。 






NADH+IHIT 





四 20- 9 “化 学 渗透 学 说 图 解 (Nelson 等 ， 2008] 


质子 驱动 力 并 不 总 是 驱动 ATP 的 合成 ,有 时 还 可 以 用 来 直接 
驱动 细胞 内 物质 的 主动 转运 和 其 他 耗 能 的 活动 ,比如 乳糖 从 胞 外 
进入 大 肠 杆 菌 ` 细 菌 凌 毛 的 运动 以 及 真 核 细胞 内 由 核 基因 编 码 的 
蛋白 质 从 细胞 质 基质 转运 到 线粒体 (参看 第 四 十 章 “ 蛋 白质 的 翻译 
后 加 工 及 其 定向 和 分 拣 ”)。 
已 有 大 量 证 据 证 明了 化 学 渗透 学 说 的 正确 性 ,主要 的 证 据 包括 : 
() 氧化 磷酸 化 的 进行 需要 完整 的 线粒体 内 膜 的 存在 。 
(C) 使 用 精确 的 pH 计 可 以 检测 到 跨 线 粒 体内 膜 的 质子 梯度 AG=RTIn(cz/c)+ZFAY 
=2.303RTApH + FAW 
的 存在 。 据 测定 ,一 个 呼吸 活跃 的 线粒体 的 膜 间隙 的 pH 要 比 其 
基质 的 pH 低 0.75 个 单位 ,内 膜 两 侧 的 电位 差 为 0.15-0.2 V。 本 
(3) 破坏 质子 驱动 力 的 化 学 试剂 能 够 抑制 ATP 的 合成 。 例 如 统 氢 霉 素 (valinomycin) 作为 K' 的 载 
体 ,能 够 将 细胞 质 基质 的 K 带 入 线粒体 基质 ,而 抵消 质子 驱动 力 中 的 电势 能 ,从 而 抑制 ATP 的 合成 。 
(4) 从 线粒体 内 膜 纯化 得 到 的 一 种 酶 ,能 够 直接 利用 质子 梯度 合成 ATP ( 详 见 下 一 节 ), 此 酶 称 为 
FFu-ATP 合 酶 。 
(5) 人 工 建立 的 跨 线粒体 内 膜 的 质子 梯度 也 可 驱动 ATP 的 合成 (图 20-11)。 








基质 [HI=10 mo7L [FS 
[区 ]=[CF]=0.1 molL N 





线粒体 悬 液 pPH 从 9 降 到 7; 
有 统 氨 霉 素 ; 无 K 





20-11 人 造 质子 梯度 驱动 ATP 合成 的 实验 (Nelson 等 ,2008) 


不 管 是 通过 改变 pH 建立 起 来 的 质子 梯度 ,还 是 通过 细菌 视 紫 红 质 建立 起 来 的 质子 梯度 ,都 可 以 


被 膜 上 的 FiFu-ATP 合 酶 合成 ATP。 

由 于 获得 大 量 实验 证 据 的 支持 ,化 学 渗透 学 说 已 被 人 们 完全 接受 ,但 是 ,质子 梯度 究竟 是 怎样 建 
芯 的 呢 ? FFo-ATP 合 酶 又 是 如 何 利用 质子 梯度 合成 ATP 的 呢 ? 这 两 个 问题 Mitehell 当时 并 没有 给 
出 很 好 的 解释 。 现 在 对 于 第 一 个 问题 ,人 们 一 般 用 "“Q 循环 "解释 复合 体 亚 产 生 质 子 梯度 的 机 制 ,而 复 
合体 工 产生 质子 梯度 的 机 制 在 2010 年 才 有 突破 (参见 框 20-1)。 至 于 第 二 个 问题 ,直到 人 们 对 PEFo- 
ATP 合 酶 的 结构 作 了 充分 的 研究 之 后 才 取 得 了 突破 。 

Q 循环 发 生 在 复合 体 亚 上 ,由 两 个 半 循 环 组 成 。 如 图 20-12 所 示 ,在 第 一 个 半 循 环 中 ,1 个 流动 到 
内 膜 P 侧 的 QH 将 其 中 的 1 个 电子 经 铁 硫 蛋 白 和 细胞 色素 ci 交 给 细胞 色素 ,同时 将 2 个 质子 释放 
到 膜 间 隙 ,第 二 个 电子 经 细胞 色素 py 和 by 被 交 回 到 N 侧 的 氧化 型 Q 而 生成 Q ,反应 式 为 : 

QH + Cytc(Fe) 一 一 Q +Cytc(Fe)+2H (Op) 

紧 接着 在 第 二 个 半 循 环 中 ,另外 一 个 QH 以 同样 的 方式 将 1 个 电子 经 铁 硫 蛋白 和 细胞 色素 ci 交 
给 细胞 色素 ,同时 将 2 个 质子 释放 到 膜 间 院 ,第 二 个 电子 经 细胞 色素 b 和 bu 被 交 给 第 一 个 半 循 环 中 
生成 的 Q: 并 结合 基质 内 的 2 个 质子 ,再 生成 还 原型 的 QH ,并 进入 下 一 轮 循环 ,反应 式 为 : 

QH+ Q +2H(nD+Cytc(Fe) 一 一 QHHQ+2H(p)+Cytc(Fe”) 

即 : Cr+2H(n+Cytc(Fe) 一 一 Q+2H(p)+Cytc(Fe”) 

总 反应 是 : QH +2Cytc(Fe)+2H (一 一 Q+2Cytc(Fe”)+4H(p) 

由 此 可 以 看 出 ,一 对 电子 在 复合 体 亚 经 过 Q 循环 共有 4 个 质子 进入 膜 间 隙 。 

除了 复合 体 亚 能 够 通过 Q 循环 产生 跨 膜 的 质子 梯度 以 外 ,复合 体 工 和 TV 也 能 产生 跨 膜 的 质子 梯 
度 。 据 测定 ,1 对 电子 经 过 复合 体 工 和 分 别 产 生 4 个 正和 2 个 正 梯 度 ,因此 ,1 对 电子 经 过 NAD” 
呼吸 链 或 FAD 呼吸 链 传 给 0,, 可 分 别 产 生 10 个 正和 6 个 下 梯度 ,按照 4 个 开 G3 个 开 直 接 由 
FFo-ATP 合 酶 消耗 ,1 个 开 在 ATP 与 ADP 的 交换 运输 过 程 中 因为 电荷 的 不 平衡 而 被 消耗 ) 从 膜 间 院 
返回 基质 产生 1 分 子 ATP 计算 ,两 个 呼吸 链 可 分 别 产生 2.5 个 ATP 和 1.5 个 ATP。 
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你 如 何 替 大 肠 杆 菌 


制造 出 质子 梯度 , 为 大 肠 杆 
菌 制造 ATP? 
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第 一 个 QH。， 第 二 个 QH2 氧 化 


= 到 人 
区 \ 


膜 间 孙 (P 侧 ) 








基质 (N 侧 ) 


框 20-1 生化 研究 动态 一 一 复合 体 工 的 结构 :细胞 中 的 “蒸汽 机 ”? 

不 论 是 走 核 生物 位 于 线粒体 的 呼吸 链 ,还 是 原核 生物 位 于 细胞 膜 上 的 呼吸 链 ,其 中 的 复合 体 工 都 是 4 
个 复合 体 中 最 大 的 , 它 为 氧化 磷酸 化 提供 了 约 40% 的 质子 驱动 力 。 已 发 现 ,复合 体 工 的 功能 障碍 与 人 类 
的 多 种 神经 退化 性 疾病 有 关联 。 与 线粒体 上 的 
复合 体 工 有 45 个 亚 基 相 比 , 原核 生物 的 复合 体 

I 要 简单 得 多 ,只 有 14 个 核心 亚 基 组 成 ,因此 
更 适合 作为 研究 的 对 象 。 

2010 年 5 月 27 目 ,Efemov R. G. 等 人 在 
Nuture 上 发 表 了 一 篇 题 为 "呼吸 链 复合 体 工 的 人 
结构 :细胞 中 的 "蒸汽 机 ”? (Architecture of 。 一生 
Respiratory Complex [:the“Steanm Engine”of the 
Cel) 的 论文 ,第 一 次 很 好 地 解释 了 复合 体 I 在 
将 电子 从 NADH 传 到 CoQ 的 过 程 中 如 何 产生 
质子 梯度 的 。 他 们 得 到 了 大 肠 杆 菌 复合 体 工 的 
跨 膜 区 以 及 来 自 一 种 嗜 热 菌 的 完整 复合 体 工 的 
晶体 结构 。 通 过 对 晶体 结构 的 分 析 ,他 们 认为 ， 
形 如 工 字母 的 复合 体 工 在 传递 电子 的 过 程 中 ， 
在 两 个 主要 结构 域 的 界面 上 发 生 了 显著 的 构象 
变化 。 这 种 构象 变化 会 驱动 一 段 长 w 螺旋 发 
生 一 种 活塞 式 的 运动 ,使 附近 3 段 不 连续 的 跨 
膜 螺旋 倾斜 , 从 而 改变 由 它们 组 成 的 各 个 质子 
通道 内 可 解 离 基 团 的 性 质 , 进 而 导致 3 个 质子 
转 位 (图 20-13)。 

第 四 个 质子 可 能 是 在 两 个 结构 域 之 间 发 生 移 位 的 。 于 是 复合 体 工 像 一 个 蒸汽 机 一 样 ,电子 传递 释放 
出 的 能 量 用 来 驱动 活塞 移动 ,而 活塞 再 驱动 一 组 不 连续 的 螺旋 (而 不 是 车 轮 ) 移动。 

EfemovR. G. 的 这 篇 有 关 复 合体 工 产 生 质子 梯度 的 论文 ,被 由 哈佛 大 学 和 剑桥 大 学 等 全 世界 2 500 名 国 
际 顶 级 医学 教授 组 成 的 “ 干 名 医学 家 ”(EFaculty of 1 000 Medicine,E1 000) 机 构 评 为 当年 七 大 生化 论文 之 首 。 





侠 20-13 复合 体 工 产生 质子 梯度 的 分 子 机 制 (Nelson 等 ,2008) 





二 、EFIFu-ATP 合 酶 的 结构 与 功能 

FFu-ATP 合 酶 与 氧化 磷酸 化 直接 相关 联 , 因 此 
有 必要 对 它 的 结构 进行 较为 详细 的 描述 。 由 于 在 体 
外 ,或 者 在 体内 特殊 的 条 件 下 , 它 能 够 催化 ATP 的 水 
解 ,因此 又 被 称 为 PEFo-ATP 酶 。 
en FFo-ATP 合 酶 由 Ri 和 可 组 成 ,其 中 巴 含 有 3 
由 ER We Y 人 
加 上 1 简写 为 wspB3sY8s ) (图 20-14)。 

Q 亚 基 和 B 亚 基 交替 排列 形成 一 种 环形 结构 ,直接 
与 ATP 的 合成 相关 。?Y 亚 基 形成 一 个 中 央 柄 ,8 亚 

鸭 王 -证 TAI 且 卫 的 的 和 和 宙 本 模型 基 和 s 亚 基 直 接 与 Fv 相 互 作 用 。Fu 含 有 1 个 a 亚 
基 . 2 个 b 亚 基 和 10~14 个 c 亚 基 ( 可 简写 为 abcio)。 所 有 的 ec 亚 基 横 跨 内 膜 作 为 一 个 单位 (C 单位 )， 
与 a 亚 基 一 起 ,构成 一 种 桶 状 的 质子 通道 。 虽 然 质 子 通道 是 连续 的 ,但 有 两 个 不 对 称 的 部 分 ,其 中 一 
个 部 分 直接 向 膜 间隙 开放 , 另 一 个 部 分 直接 向 基质 开放 。 朝 霉 素 (oligomycin) 和 二 环 已 基础 二 亚 胺 
(dicyclohexylcarbodiimide,DCCD) 能 够 直接 作用 于 Fo 而 抑制 ATP 的 合成 。 

温和 搅动 线粒体 内 膜 可 导致 机 与 Fo 分离, 但 这 种 分 离 不 影响 呼吸 链 上 的 电子 传递 ,只 会 使 质子 
梯度 不 能 建立 。 

FFu-ATP 合 酶 的 主要 功能 显然 是 利用 质子 驱动 力 来 催化 ATP 的 合成 。 但 它 在 体内 特殊 的 条 件 
下 ,并 不 是 利用 质子 驱动 力 来 合成 ATP ,而 是 反 过 来 水 解 ATP ,并 利用 ATP 水 解释 放 的 能 量 建立 跨 膜 
的 质子 驱动 力 。 细 胞 通过 这 种 方式 建立 质子 驱动 力 ,然后 再 利用 质子 驱动 力 ,去 驱动 胞 内 某 些 必须 直 
接 由 电化 学 势能 驱动 的 耗 能 活动 。 像 许多 微生物 在 进行 无 氧 发 酵 的 时 候 ,呼吸 链 已 不 能 运转 ,但 体内 
的 FEFu-ATP 合 酶 还 是 有 很 多 ,很 明显 这 时 候 的 PEFu-ATP 合 酶 已 “ 虹 变 "成 了 FFu-ATP 酶 ,通过 水 解 
由 底 物 水 平 磷酸 化 合成 的 ATP ,为 细胞 建立 所 需 的 跨 膜 电化 学 势能 。 








三 、FIFu-ATP 合 酶 的 催化 机 制 

1977 年 ,Paul D. Boyer 提出 了 "结合 变化 "学 说 (binding change hypothesis), 该 学 说 能 正确 地 解释 
FFo-ATP 合 酶 的 作用 机 制 ,并 得 到 了 几 个 关键 实验 证 据 的 支持 。 其 主要 内 容 是 (图 20-15): 

GD) 在 活性 中 心 合成 ATP 并 不 需要 质子 驱动 力 , 与 活性 中 心 结 合 的 ATP 或 ADP 处 于 平衡 。 这 是 
“结合 变化 ”学 说 中 最 新 颖 的 部 分 。 

人 们 在 对 PRFo-ATP 合 酶 的 作用 机 理 真正 有 所 了 解 之 前 ,很 自然 地 认为 该 酶 在 合成 ATP 的 时 
候 , 肯 定 是 需要 消耗 能 量 的 , 即 需要 质子 梯度 的 驱动 ,因为 ATP 是 一 个 高 能 分 子 , 它 的 水 解 即 ATP+ 
H20 一 ADP+Pi 反应 的 AC? =-30.5 kJ/mol, 这 是 一 个 非常 大 的 负 值 。 然 而 ,这 个 大 的 负 值 需要 反应 
发 生 在 标准 的 条 件 下 , 即 ATP、ADP 和 Pi 的 浓度 均 是 1 molL, 水 分 子 的 浓度 是 55 molL。 事 实 上 ， 
如 果 水 分 子 的 浓度 只 有 10”mol/L 的 话 ,AC=2.2 kJ/mol。 这 说 明 在 水 分 子 浓 度 很 低 的 情况 下 ,反应 
反而 有 利于 ATP 的 合成 ,更 意味 着 在 缺乏 水 分 子 的 时 候 ,ATP 的 合成 是 不 需要 能 量 的 。 在 一 个 酶 
的 活性 中 心 , 水 分 子 可 以 完全 排除 在 外 。FFu-ATP 合 酶 就 是 这 样 的 酶 ,其 活性 中 心 主要 由 玻 水 
氨基 酸 组 成 ,没有 水 分 子 , 因 此 ADP 和 Pi 可 以 紧密 地 结合 ,并 在 不 需要 能 量 的 情况 下 ,自发 地 合成 
ATP (图 20-16)。 

(C) 合成 好 的 ATP 离开 活性 中 心 却 是 需要 能 量 的 。 因 此 ,如 果 没 有 质子 流 过 Fu, 与 活性 中 心 结合 
的 ATP 就 不 会 与 酶 解 离 。 

(G) 3 个 B 亚 基 (B,、B:> 和 Bs) 与 Y 亚 基 的 不 同 表面 结合 ,不 同 的 B 亚 基 将 采取 不 同 的 构象 。 
在 某 一 时 刻 ,1 个 B 亚 基 为 T 态 ,1 个 B 亚 基 为 工 态 ,1 个 B 亚 基 为 0 态 。 
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yY 亚 基 的 第 一 次 120? 的 旋 
转 诱 导 B, 亚 基 从 0O 态 变 
成 工 态 ,使 得 ADP 和 产能 
够 松散 地 结合 到 它 的 活性 


Ps 亚 基 合 成 ATP 
y 亚 基 的 第 三 次 120* 的 旋 B: 亚 基 释 放 ATP 
转 诱 导 B, 亚 基 从 T 态 回 
到 O 态 ,使 得 已 合成 好 的 


ATP 得 以 释放 





B, 亚 基 合 成 ATP y 亚 基 再 一 次 120* 的 旋转 诱导 B, 亚 
PB; 亚 基 释 放 ATP 基 从 工 态 变 成 了 T 态 ,从 而 导致 ADP 和 


Pi 与 它 的 活性 中 心 紧密 结合 





20-15 “结合 变化 学 说 ”图解 (Hardin,2010) 





ATP 





ADP+Pi 


AG>0 





20-16 FiFu-ATP 合 酶 催化 的 ATP 合成 反应 的 历程 
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(4) 处 于 了 T 态 (tight conformation) 的 B 亚 基 紧密 结合 1 分 子 ATP,ATP 与 ADP+Pi 处 于 平衡 ,但 
ATP 并 不 能 与 它 解 离 ;处 于 工 态 (loose conformation) 的 B 亚 基 结合 ADP 和 Pi, 但 并 不 能 释放 核 苷 酸 ; 
处 于 0 态 (open conformation) 的 B 亚 基 能 够 释放 结合 的 核 背 酸 。 

(5) 三 种 状态 的 B 亚 基 可 以 相互 转变 ,转变 过 程 由 Y 亚 基 的 转动 所 驱动 。y 亚 基 转 动 的 动力 来 
自 于 质子 通过 Po 的 流动 ,每 消耗 1 个 质子 , Y 亚 基 转动 120?。 

结合 变化 学 说 可 简化 为 :质子 流动 一 驱动 C 单位 转动 一 带动 Y 亚 基 转 动 一 诱导 B 亚 基 构 象 变 
化 一 ATP 释放 和 重新 合成 。 

至 于 质子 是 如 何 通过 Fu 的 ,有 一 种 观点 认为 ,质子 是 通过 与 各 e 亚 基 上 的 Asp 残 基 可 逆 结 合 和 解 
离 而 进行 的 (图 20-17)。 按 照 目前 的 模型 ,每 一 个 c 亚 基 含有 一 个 延伸 到 质子 通道 的 Asp 的 侧 链 羧基 ， 
当 其 从 膜 间隙 接受 一 个 质子 以 后 ,e 亚 基 转 人 朴 水 的 脂 膜 。 转 动 还 将 另外 一 个 含有 质子 的 e 亚 基 直 接 
暴露 到 向 基质 开放 的 通道 内 。 因 为 基质 有 较 低 的 质子 浓度 ,所 以 Asp 的 侧 链 羧 基 将 结合 的 质子 释放 
到 基质 一 侧 。 转 动 是 受 c 亚 基 和 a 亚 基 上 一 对 带 相 反 电 荷 的 基 团 之 间 的 静电 吸引 驱动 的 ,其 中 带 负 
电荷 的 是 e 亚 基 上 一 个 Asp 残 基 , 带 正 电 荷 的 是 w 亚 基 上 一 个 Arg 残 基 。 

该 学 说 已 被 很 多 实验 所 证 明 ,主要 的 实验 证 据 有 : 

(1) 图 20-18 所 示 的 同位 素 交 换 实 验 (isotopic exchange experiment) 表明 , 当 化 学 剂量 的 ATP、ADP 
和 无 机 磷酸 与 纯化 的 P 保温 在 一 起 时 , 酶 -ADP/Pi 与 酶 -ATP 的 交换 反应 在 没有 质子 梯度 的 情况 下 
很 容易 在 酶 表面 发 生 ,AC8 接近 0。 这 说 明 与 瑟 紧密 结合 的 ATP 的 合成 并 不 需要 质子 驱动 力 ,而 质子 
驱动 力 的 作用 仅仅 在 于 促进 ATP 的 释放 。 





18 
AP 下 -人 ADP+ 历 8D- 


| 


全 部 标记 


结论 :ATP 在 Fi 表面 比 ADP 稳定 





(2) 1994 年 ,由 John Walker 获得 的 F 的 晶体 结构 清楚 地 表明 ,3 个 B 亚 基 处 于 不 同 的 构象 并 和 
不 同 的 核 音 酸 配 体 结合 。 其 中 ,与 ATP 的 非 水 解 类 似 物 (AMPPNP) 结 合 的 B 亚 基 处 于 T 态 ,与 ADP 
结合 的 B 亚 基 处 于 工 态 ,无 配 体 结合 的 B 亚 基 处 于 0 态 。 

Walker 的 发 现 与 Boyer 的 结合 变化 机 制 是 一 致 的 ,并 为 结合 变化 学 说 提供 了 一 个 有 力 的 证 据 。 
Walker 也 因此 和 Boyer 以 及 发 现 NaVK- -ATP 酶 的 Jens C. Skou 一 起 分 享 了 1997 年 的 诺 贝 尔 化 学 奖 。 

(3) 1997 年 ,日 本 的 一 个 研究 小 组 用 基因 工程 的 手段 对 一 种 嗜 热 菌 的 Ri-ATP 合 酶 (没有 Fo) 进 
行 定向 改造 ,并 将 其 在 大 肠 杆菌 细胞 里 进行 表达 。 他 们 将 a 亚 基 和 B 亚 基 的 N 端 添 加 了 组 氨 酸 
残 基 标 签 (His tag), 将 y 亚 基 原 来 的 Cys193 替换 成 Ser193 ,同时 将 柄 状 区 的 Ser107 替换 成 Cys107。 
Cys107 是 忆 -ATP 合 酶 分 子 上 唯一 的 Cys 残 基 。 在 对 它 进行 生物 素 化 (biotinylated) 处 理 以 后 ,可 以 与 
链 霉 生物 素 结合 蛋白 (streptavidin) 以 及 被 荧光 标记 的 生物 素 化 的 肌 动 蛋白 丝 结合 ,形成 复合 物 (1 个 


预期 结果 : 
180 
ATP ADP+[P(o);Co)] 一 
单一 标记 
实际 结果 : 
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链 老生 物 素 结合 蛋白 有 4 个 生物 素 的 结合 位 点 )。 再 将 改造 过 的 酶 与 预先 喷涂 金属 Ni 复合 物 的 载 玻 
片 保 温 一 定时 间 后 , 忆 -ATP 合 酶 通过 它 的 组 氨 酸 标签 与 金属 Ni 复合 物 之 间 的 整合 作用 被 锚 定 在 载 玻 
片上 。 然 后 ,加 入 亲 和 素 (streptavidin) 及 被 荧光 标记 的 生物 素 化 的 肌 动 蛋白 丝 (图 20-19)。 由 于 生物 
素 与 亲 和 素 之 间 有 高 度 的 亲和力 ,荧光 标记 的 肌 动 蛋白 丝 被 固定 在 Y 亚 基 的 柄 部 。 被 荧光 标记 的 肌 
动 蛋白 丝 比 原来 的 Ri 要 大 好 多 倍 , 因 此 能 够 在 光学 显微镜 下 观测 到 。 这 时 再 加 入 2 mmoyL ATP, 可 以 
在 荧光 显微镜 下 ,直接 观测 到 肌 动 蛋白 丝 沿 送 时 针 方向 有 规律 地 转动 (图 20-20)。 这 种 旋转 与 细菌 的 
鞭毛 受 质子 梯度 的 转动 相似 。 上 述 实 验 说 明 ,ATP 的 水 解 在 体外 可 以 驱动 Fv-ATP 合 酶 Y 亚 基 的 
旋转 。 同 时 , 它 也 意味 着 ,质子 驱动 力 在 体内 同样 可 以 驱动 PRFu-ATP 合 酶 y 亚 基 的 旋转 ,导致 ATP 
的 释放 和 合成 。 因 此 ,有 人 将 PFo-ATP 合 酶 称 为 世界 上 最 小 的 “分 子 涡轮 发 电机 ”或 “分 子 印 钞 机 ”。 
正 是 该 “ 印 钞 机 ” 的 持续 不 断 地 运转 , “能 量 货币 ” 才 可 能 源源 不 断 地 被 制造 出 来 。 











20-19 ”日 本 科学 家 的 yY 亚 基 的 旋转 实验 及 其 y 亚 基 的 旋转 轨迹 (Nelson 等 ,2008) 








(1) 2,4- 二 硝 基 苯酚 





(3) 痰 基 - 氰 -对 -三 氟 甲 氧 葵 肝 
其 车 一 他 NINGACs、 
可 cc=N 


轩 20-: 20 “三 种 解 偶 联 剂 的 化 学 结 寺 构 以 及 DNP P 的 作用 机 制 





四 、 氧 化 磷酸 化 的 解 偶 联 

氧化 磷酸 化 与 呼吸 链 通常 是 紧密 偶 联 的 ,但 低 水 平 的 质子 泄漏 时 刻 发 生 在 线粒体 内 膜 上 。 因 此 ， 
确切 地 说 ,线粒体 通常 是 部 分 解 偶 联 的 ,而 完全 的 解 偶 联 一 般 是 解 偶 联 剂 (uncoupler) 的 作用 所 致 。 

解 偶 联 剂 的 作用 机 制 在 于 它们 能 够 快速 地 消耗 跨 膜 的 质子 梯度 ,使 得 质子 难以 通过 PiFu-ATP 合 
酶 上 的 质子 通道 合成 ATP, 从 而 将 贮存 在 质子 梯度 之 中 的 电化 学 势能 全 部 变 成 了 热 。 此 外 , 随 着 质 
子 梯 度 的 消失 ,电子 在 呼吸 链 上 的 "回流 ”压力 将 会 减轻 ,进而 使 细胞 内 脂肪 和 糖 类 等 物质 的 生物 氧 
化 更 加 旺盛 。 也 正 因为 如 此 ,有 的 解 偶 联 剂 曾 被 用 做 减肥 药 ,例如 20 世纪 30 年 代 ,2,4- 二 硝 基 葵 酚 
(dinitrophenol,DNP) 就 曾 被 人 们 作为 减肥 药 服用 。 


有 两 类 解 偶 联 剂 : 一 类 为 有 机 小 分 子 化 合 物 ,通常 为 脂 溶性 的 质子 载体 (proton ionophore), 带 有 可 
解 离 的 基 团 (pK., 约 为 7.2), 例 如 DNP、 双 香 豆 素 (dicumarol) 和 基 -和 氰 - 对 - 三 氛 甲 氧 基 茶 肝 (FCCP) 
等 。 这 些 有 机 小 分 子 在 线粒体 膜 间隙 相对 低 的 pH 环境 中 ,可 以 接受 质子 ,并 主要 以 非 解 离 的 形式 存 
在 。 自 身 具 有 的 脂 溶性 使 得 它们 很 容易 自由 扩散 到 基质 一 侧 。 当 它们 到 达 基 质 一 侧 以 后 , 较 高 的 pH 
环境 促使 它们 解 离 并 释放 出 在 膜 间隙 结合 的 质子 。 质 子 梯度 就 这 样 没 有 经 过 FiFo-ATP 合 酶 白白 地 
被 消耗 掉 了 (图 20-20)。 阿 司 匹 林 和 甲状 腺 素 的 结构 由 于 与 DNP 相似 ,因此 在 特定 情况 下 也 可 以 作 
为 解 偶 联 剂 来 发 挥 作用 。 另 一 类 为 天 然 的 解 偶 联 蛋 白 (uncoupling protein,UCP)。 

UCP 在 线粒体 内 膜 上 形成 质子 通道 ,使 质子 流 发 生 “ 短 路" ,不 通过 PEFu-ATP 合 酶 就 能 返回 到 线 
粒 体 基质 .至少 已 在 高 等 动物 体内 发 现 5 种 类 型 的 UCP(UCP1~UCP5).UCP1 又 名 产 热 素 (thermogenin)， 
它 主 要 存在 于 动物 的 褐色 脂肪 组 织 (brown adipose tissue) (褐色 源 于 高 含量 的 线粒体 ), 与 机 体 的 非 闸 
拌 性 产 热 有 关 (nonshivering thermogenesis)。 机 体 对 寒冷 作出 的 反应 机 制 是 :交感 神经 末梢 释放 去 甲 肾 
上 腺 素 , 去 甲 肾 上 腺 素 再 激活 褐色 脂肪 组 织 中 的 脂肪 酶 。 脂 肪 酶 水 解 脂肪 ,释放 出 游离 的 脂肪 酸 ( 参 
看 第 二 十 九 章 “脂肪 酸 代 谢 ”)。 游 离 脂 肪 酸 不 仅 可 作为 代谢 燃料 经 氧化 产生 ATP 和 质子 梯度 ,还 能 与 
CoQH 和 味 叭 核 苷 酸 一 起 直接 激活 产 热 素 。 一 旦 产 热 素 被 激活 ,质子 流 发 生 就 会 “短路 " 生 热 。UCP2 
存在 于 多 数 细胞 中 ,UCP3 主要 存在 于 骨 融 肌 ,UCP4 和 UCP5 存在 于 脑 ,它们 都 是 受到 高 度 调控 的 蛋 
白质 ,一 旦 被 激活 ,都 能 增加 热量 的 产 出 。 由 于 它们 会 影响 到 代谢 效率 ,其 含量 偏 低 (特别 是 骨骼 肌 中 
的 UCP3) 可 能 是 某 些 个 体 或 人 群 肥 胖 的 原因 。 

UCP 也 存在 于 植物 体内 ,不 过 通常 被 称 为 植物 线粒体 解 偶 联 蛋 白 (plant uncoupling mitochondrial 
protein,PUMP)。PUMP 的 功能 主要 是 防止 线粒体 膜 电位 过 高 而 形成 太 多 活性 氧 (ROS)。 当 线粒体 内 
的 代谢 物 过 剩 的 时 候 , 植 物 通过 构成 呼吸 链 复合 物 的 蔡 补 以 及 PUMP 的 作用 ,来 增加 对 过 剩 代 谢 物 的 
代谢 ,将 多 余 的 能 量 转变 成 热 。 某 些 植物 体面 对 冷 胁 迫 时 会 产生 大 量 的 PUMP。 


框 20-2 ”生化 趣事 一 一 炸药 与 减肥 

第 一 次 世界 大 战 期 间 , 三 硝 基 甲 茶 (TNT) 作为 炸药 已 在 战争 中 大 量 使 用 ,在 炮弹 和 炸弹 里 面 装载 的 
都 是 它 。 奇 怪 的 是 ,当时 有 人 注意 到 ,许多 在 军工 厂 里 负责 将 TNT 装载 到 炮弹 和 炸弹 里 面 的 妇女 身体 消 
瘦 , 而 且 经 常 发 热 , 对 此 原因 一 直 不 明 。 在 很 长 一 段 时 间 以 后 ,人 们 发 现 了 一 个 与 TNT 非常 类 似 的 化 学 
品 , 即 DNP, 它 在 体内 作为 氧化 磷酸 化 的 解 侦 联 剂 , 可 造成 跨 线 粒 体 膜 的 质子 汇 漏 ,也 能 引起 发 烧 和 体重 
减轻 。 

显然 ,从 结构 上 来 看 ,TNT 并 不 能 直接 作为 解 偶 联 剂 ,原因 是 在 它 的 葵 环 上 没有 亲 水 的 可 解 离 羟基 。 
然而 ,一 旦 它 被 吸入 到 体内 ,在 细胞 内 经 内 质 网 膜 上 的 细胞 色素 P450 的 解毒 处 理 , 即 羟基 化 修饰 , 便 变 成 
了 与 DNP 类 似 的 解 偶 联 剂 。 


五 、 氧 化 磷酸 化 的 抑制 

某 些 化 学 试剂 能 够 直接 或 间接 抑制 细胞 内 的 氧化 磷酸 化 ,这 些 抑制 剂 分 为 4 类 ( 表 20-3): 四 呼吸 
链 位 点 特异 性 抑制 剂 。 通 过 抑制 呼吸 链 上 的 电子 传递 ,阻止 质子 梯度 的 生成 而 间接 抑制 氧化 磷酸 化 ， 
例如 抗 霉 素 A、 鱼 萨 酮 和 和 氰 化 物 等 ;FFo-ATP 合 酶 特异 性 抑制 剂 。 直 接 作 用 FFo-ATP 合 酶 而 导 
致 ATP 不 能 被 合成 ,如 寡 霉 素 和 DCCD 等 ;@) 解 偶 联 剂 。 破 坏 pH 梯度 ,使 ATP 不 能 合成 ;@ATP/ADP 
交换 体 或 转 位 酶 的 特异 性 抑制 剂 。 通 过 抑制 线粒体 内 外 ATP/ADP 的 交换 而 间接 抑制 氧化 磷酸 化 ,如 
苍术 苷 (atractyloside) 和 米 酵 菌 酸 (bongkrekik acid)。 
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有 人 认为 失去 F， 
的 F,Fu-ATP 合 酶 将 成 为 一 
种 解 偶 联 蛋白 ,你 支持 这 种 
观点 吗 ? 为 什么 ? 
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284 





上 表 20-3 氧化 磷酸 化 的 抑制 剂 





抑制 类 型 抑制 剂 名 称 作用 位 点 或 作用 机 制 
呼吸 链 抑制 剂 鱼 蕨 酮 、 安 米 妥 、 杀 粉 菌 素 复合 体 T 
萎 锈 灵 复合 体 工 
抗 霉 素 人 复合 体 亚 
氰 化 物 .CO .HS、 笃 氮 化 物 复合 体 TV 
FFu-ATP 合 酶 抑制 剂 金 轮 霉 素 (aurovertin) 抑制 P 
朝 霉 素 、. 杀 黑 星 菌 素 (venturicidin) ”抑制 Fu 
DCCD 阻止 质子 通过 Fo 通道 
解 偶 联 剂 DNP FCCP 脂 溶性 质子 载体 
纺 氨 霉 素 钾 离 子 载体 ,破坏 电势 能 
生 热 素 质子 通道 
ATP/ADP 交换 体 抑制 剂 ”苍术 苷 、 米 酵 菌 酸 抑制 线粒体 基质 内 的 ATP 与 细胞 质 内 的 ADP 之 间 交 换 


六 、P/O 值 与 氧化 磷酸 化 的 调节 

氧化 磷酸 化 的 效率 可 以 通过 测定 P/O 值 来 确定 。P/O 值 是 指 在 电子 传递 过 程 中 ,每 消耗 1 mol 氧 
原子 所 消耗 的 无 机 磷酸 的 物质 的 量 (mol)。 消 耗 的 氧 原子 数目 相当 于 传递 给 氧气 的 电子 数 的 1/2 ,消耗 
的 无 机 磷酸 等 于 氧化 磷酸 化 产生 的 ATP。 因 此 P/0 值 越 高 ,氧化 磷酸 化 的 效率 就 越 高 。1 对 电子 经 过 
NADH 呼吸 链 或 FADH: 呼吸 链 产 生 的 ATP 数目 是 不 一 样 的 ,两 条 呼吸 链 的 P/0 值 也 就 不 同 。 按 照 前 
面 的 计算 原则 ,NADH 呼吸 链 的 P/O 值 为 2.5,FADH,; 呼吸 链 的 P/O 值 为 1.5。 

细胞 内 的 氧化 磷酸 化 是 受到 严格 调控 的 ,调控 的 手段 主要 是 氧化 磷酸 化 对 电子 传递 的 反馈 。 这 实 
际 上 是 由 ADP 浓度 控制 的 ,这 种 由 ADP 对 氧化 磷酸 化 的 调节 被 称 为 呼吸 控制 (respiratory control)。 当 线 
粒 体 内 [ ADP ] 1 ,FFo-ATP 合 酶 活性 1 ,质子 梯度 上 ,电子 传递 速率 1 , 耗 氧 率 1 ,细胞 呼吸 1 ;相反 , 当 
线粒体 内 [ ADP ] 上 ,FiFo-ATP 合 酶 活性 | ,质子 梯度 1 ,电子 传递 速率 | , 耗 氧 率 上 」 ,细胞 呼吸 | 。 

氧气 作为 呼吸 链 的 最 终 电 子 受 体 , 它 的 消耗 程度 能 直接 反映 电子 传递 和 氧化 磷酸 化 的 效率 。 下 面 
的 实验 说 明了 [ ADP ] 对 细胞 呼吸 和 氧化 磷酸 化 的 影响 。 如 图 20-21 所 示 , 可 以 在 密闭 环境 中 ,根据 离 体 
线粒体 在 不 同 条 件 下 的 氧 耗 情况 (氧气 的 消耗 情况 可 通过 氧 电 极 直接 测 出 ), 将 细胞 呼吸 功能 分 成 5 种 
状态 : 

G) 状态 I_ 可 氧化 底 物 (如 苹果 酸 ) 很 少 ,无 ADP, 这 时 耗 氧 率 极 低 。 

(2) 状态 下 刚刚 补充 ADP 以 后 的 状态 。 由 于 线粒体 内 部 存在 少量 的 内 源 底 物 , 因 而 可 以 观测 到 
刚 加 入 的 ADP 可 短暂 刺激 氧气 的 消耗 。 但 随 着 内 源 底 物 的 耗 尽 ,电子 传递 和 氧化 磷酸 化 很 快 停止 , 因 
此 不 会 再 有 氧气 的 消耗 。 

(3) 状态 亚 ”同时 加 入 ADP 和 底 物 。 由 于 加 入 的 底 物 可 以 立即 被 线粒体 氧化 利用 ,释放 的 电子 进 
入 呼吸 链 ,ADP 则 被 氧化 磷酸 化 利用 ,因此 ,这 时 可 以 观测 到 耗 氧 率 的 急剧 攀升 直至 加 入 的 ADP 被 
耗 尽 。 

(4) 状态 加 入 的 ADP 已 被 耗 尽 , 耗 氧 率 维持 较 低 水 平 。 如 果 这 时 再 次 加 入 ADP, 可 以 发 现 耗 
氧 率 再 次 大 幅 上 升 。 

(5) 状态 V 氧气 完全 被 耗 尽 ,这 时 即使 还 残留 底 物 和 ADP, 电 子 传递 和 氧化 磷酸 化 也 被 抑制 了 。 
但 是 ,在 上 面 的 实验 中 ,如 果 在 状态 隐 时 加 入 寡 霉 素 , 这 时 的 耗 氧 率 并 没有 显著 的 提高 。 这 是 因为 ， 
寡 霉 素 直 接 抑 制 氧化 磷酸 化 ,而 氧化 磷酸 化 与 电子 传递 是 偶 联 的 , 当 氧 化 磷酸 化 被 抑制 时 ,电子 传递 
也 就 被 抑制 了 ,这 时 氧气 作为 电子 的 最 终 受 体 也 就 成 为 多 余 的 了 。 如 果 在 状态 扩 同 时 加 入 寡 霉 素 和 
DNP, 则 会 发 现 耗 氧 率 迅 速 提高 ,这 是 因为 DNP 作为 解 偶 联 剂 可 以 解除 氧化 磷酸 化 与 电子 传递 之 间 的 
偶 联 关系 ,即使 氧化 磷酸 化 被 抑制 了 ,电子 照样 能 传递 ,氧气 依旧 被 消耗 。 

上 述 5 种 状态 中 ,只 有 状态 亚 和 TV 为 正常 的 生理 条 件 下 线粒体 经 常 处 于 的 呼吸 状态 。 其 中 状态 
T 为 细胞 处 于 静 息 条 件 (resting condition) 下 的 呼吸 状态 ,这 时 细胞 内 的 能 荷 较 高 ,[ ADP ] 较 低 ,细胞 
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对 新 ATP 合成 的 需要 有 限 ,因此 耗 氧 率 不 高 。 当 细胞 需要 大 量 ATP 的 时 候 ,例如 剧烈 的 肌肉 运动 ， 


ATP 的 消耗 会 引起 细胞 质 基质 内 的 [ADP ] 迅 速 提高 ,此 时 在 线粒体 内 膜 上 的 ADP/ATP 交换 体 的 作用 
下 ,细胞质 基 质 内 的 ADP 与 线粒体 内 的 ATP 发 生 交换 ,最 终 导致 线粒体 内 的 [ ADP ] 提 高 ,线粒体 随即 
进入 状态 下 , 耗 氧 率 随 之 剧 增 。 


科学 故事 一 一 结合 变化 学 说 的 发 现 

ATP 作为 细胞 通用 的 能 量 货币 ,其 合成 机 制 一 直 是 科学 家 研究 的 焦点 课题 之 一 。Mitchel 因 提 出 氧 
化 磷酸 化 的 “化 学 渗透 "学 说 而 获得 1978 年 的 诺 贝 尔 化 学 奖 。 在 他 的 学 说 中 , 虽然 正确 地 预测 了 电子 在 
呼吸 链 上 传递 释放 的 能 量 转变 成 跨 膜 的 质子 梯度 ,但 并 没有 正确 解释 REFu-ATP 合 酶 是 如 何 利用 质子 梯 
度 合 成 ATP 的 。 

早 在 20 世纪 50 年 代 早期 ,就 有 人 使 用 ”o 发 现 线粒体 能 够 催化 Pi 中 的 O 与 水 分 子 上 的 O 进行 快 
速 交换 。 当 Boyer 成 为 明尼苏达 大 学 的 一 名 研究 者 以 后 ,也 开始 使 用 ”oO 和 定 研 究 氧化 磷酸 化 的 过 程 。 
他 发 现 整个 过 程 是 动态 可 逆 的 ,而 且 “oO 交换 比 "了 交换 要 快 。 此 结果 以 及 其 他 的 一 些 研究 成 果 促使 他 和 
其 他 一 些 研 究 人 员 ,去 寻找 氧化 磷酸 化 过 程 中 可 能 存在 的 高 能 中 间 物 ,以 支持 氧化 磷酸 化 的 “化 学 偶 联 ” 
学 说 ,但 都 以 失败 告终 。 

于 是 ,Boyer 将 其 研究 的 重心 转移 到 其 他 的 酶 ,但 并 没有 完全 放弃 对 ATP 形成 的 研究 。 到 了 70 年 
代 ;,Boyer 当 上 了 刚刚 成 立 的 UCLA 跨 系 科 的 分 子 生 物 学 研究 所 的 首 任 所 长 。 在 一 次 学 术 报 告 上 ,化 的 
思绪 重新 回 到 以 前 一 些 始终 没有 得 到 解释 的 氧 交 换 数据 上 。 忽 然 ,一 种 全 新 的 氧化 磷酸 化 的 概念 闪现 在 
他 的 孩 海 里 :他 寻找 的 中 间 物 可 能 并 不 存在 ,也 许 有 一 种 意 想 不 到 的 机 制 。 他 回忆 到 :我 请 醒 地 意识 到 ， 
如 果 来 自 氧化 的 能 量 并 不 用 来 制造 ATP 分 子 , 而 是 用 来 驱动 紧密 结合 的 ATP 释放 ,那么 结果 就 能 被 解释 
了 ! ”这 是 他 第 一 次 对 ATP 合 酶 制造 ATP 的 机 制 有 了 满意 的 认识 。 但 是 ,他 的 新 设想 并 没有 很 快 被 接受 。 
Boyer 递交 给 7Tje Journal of Bio1ogical Chemistry 的 相关 论文 被 拒 就 是 证 掘 。 

怀疑 甚 露 侍 上 。 但 是 ,Boyer 和 他 的 研究 助手 感到 他 们 在 正确 的 轨道 上 。 后 来 ,Boyer 行使 了 他 刚刚 
当 上 的 美国 科学 院 院 士 不 需要 同行 审 稿 就 能 发 表 一 篇 论文 的 特权 ,使 他 的 论文 终于 发 表 了 。 他 解释 到 :;* 感 
觉 到 , 它 就 是 对 的 。" 于 是 ,这 篇 论文 成 为 了 后 来 被 称 为 ATP 合成 “结合 变化 "机制 的 开始 。 在 随后 的 十 几 
年 里 ,Boyer 的 研究 小 组 发 现 了 ATP 合 酶 的 另 一 种 不 同 寻 常 的 特征 , 即 它 的 3 个 催化 亚 基 总 是 按照 一 种 有 
序 的 方式 进行 催化 。 到 了 80 年 代 早期 ,在 这 个 领域 的 许多 研究 者 开始 接受 他 提出 的 学 说 。 但 是 , 另 一 个 
由 Boyer 提 出 的 有 争议 的 酶 学 概念 还 没有 得 到 证 明 。 “oO 交换 研究 显示 ,3 个 催化 位 点 上 的 催化 行为 一 样 。 
催化 亚 基 似 乎 组 织 成 一 个 圆圈 ,并 受到 内 部 的 一 个 亚 基 影响 。Boyer 提出 ,里 面 的 一 个 亚 基 就 像 汽车 上 的 
凸轮 轴 (cam shaft), 通 过 转动 导致 俱 化 位 点 经 历 3 个 步骤 :ADP 和 产 结合 一 ATP 形成 和 收 紧 一 ATP 释 放 。 
在 持续 不 断 的 旋转 催化 过 程 中 ,所 有 的 3 个 催化 位 点 在 任何 时 候 都 处 于 不 同 的 构象 。 

几 千 种 酶 已 被 研究 过 ,但 还 没有 人 发 现 哪 一 种 酶 能 进行 旋转 催化 。 Boyer 又 开始 冒险 了 ! 他 也 承认 :这 
个 想 污 没有 得 到 多 大 的 热情 "。 但 很 快 ,Boyer 的 研究 小 组 得 到 了 支持 旋转 催化 的 数据 ,可 是 缺乏 使 它们 令 
人 信服 的 评估 技术 。 到 了 80 年 代 后 期 ,Boyer 已 进入 古稀 之 年 ,他 决定 让 其 他 人 去 解决 旋转 催化 的 问题 。 

John Walker 是 英国 剑桥 分 子 生物 学 医学 研究 学 会 实验 室 的 一 位 资深 科学 家 。 在 1994 年 ,他 和 他 的 
同事 根据 X 射线 晶体 分 析 , 确定 了 ATP 酶 催化 亚 基 的 三 维 结构 。Walker 的 结构 支持 了 Boyer 提出 的 旋 
转 催化 的 概念 。 另 一 个 证 据 来 自 于 日 本 的 Masasuke Yoshida 及 其 同事 ,他 们 使 用 特殊 的 方法 在 显微镜 下 
观察 到 亚 基 的 旋转 。 

Boyer 后 来 和 Walker 因 ATP 合 酶 的 研究 而 获得 了 诺 贝 尔 奖 。 对 于 Boyer, 这 正 是 一 个 美妙 的 时 刻 ! 
科学 的 发 现 就 是 这 样 :先是 怀疑 新 的 理论 ,然后 是 欣赏 它 。Boyer 曾 说 :我 是 幸运 的 ,因为 我 研究 的 酶 不 
但 重要 ,而 且 具 有 新 的 催化 性 质 "。 
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推荐 网 址 : 


上 
4 


http :Wen.wikipedia.org/wiki/Oxidative_phosphorylation (维基 百科 有 关 氧 化 磷酸 化 的 内 容 ) 
http :Wthemedicalbiochemistrypage.org/oxidative-phosphorylation.html (完全 免费 的 医学 生物 化 学 课程 
网 站 ,有 关 和 氧化 磷酸 化 的 内 容 ) 


.http:Wwww.wiley.comy/college/boyer0470003790/animations/electron_transportelectron_transport.htm (内 


有 呼吸 链 电子 传递 的 动画 ,形象 生动 ) 


.http :Wwww.chemistry.wustledu/~edudewLabTutorialsCytochromes/cytochromes.html (美国 华盛顿 大 学 


圣路易斯 分 校 化 学 系 提供 的 有 关 和 氧化 磷酸 的 内 容 , 浅 显 易 伐 ) 
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名 第 二 十 一 章 ”生物 大 分 子 的 消化 和 吸收 


分 解 代 谢 的 第 一 步 是 生物 大 分 子 水 解 成 其 组 成 单位 。 对 于 动物 来 说 ,由 食物 中 摄 人 的 生物 大 分 
子 的 分 解 代 谢 始 于 消化 道 。 通 过 消化 道 分 泌 的 各 种 水 解 酶 的 消化 作用 , 糖 类 脂 质 、 蛋 白质 和 核酸 被 
降解 成 各 自 的 组 成 单位 ,再 经 过 吸收 或 转运 进入 细胞 ,在 细胞 内 可 进一步 被 分 解 。 

本 章 主 要 介绍 动物 消化 道内 发 生 的 各 类 生物 大 分 子 水 解 和 吸收 的 生化 机 理 。 


第 一 季 糖 类 的 消化 和 吸收 


食物 中 含有 的 糖 类 有 单 糖 . 蕊 糖 .乳糖 、 糖 原 、 纤 维 素 和 淀粉 等 ,除了 单 糖 可 以 直接 被 小 肠 上 皮 细 
胞 吸收 以 外 ,其 他 糖 类 吸收 前 都 需要 先 被 水 解 。 


一 、 双 糖 . 窒 糖 和 多 糖 的 酶 促 降解 

(一 ) 多 糖 的 水 解 

除了 反刍 动物 和 白蚁 以 外 , 绝 大 多 数 动 物 的 消化 道 缺 乏 水 解 6-1,4 糖苷 键 的 水 解 酶 ,因此 带 有 如 
此 连接 方式 的 多 糖 就 无 法 被 水 解 利用 ,例如 纤维 素 和 几 了 丁 质 。 但 纤维 素 作 为 膳食 纤维 的 主要 成 分 , 具 
有 刺激 肠 蠕动 .清洁 消化 壁 和 增强 消化 的 功能 ,同时 还 可 稀释 和 加 速 食物 中 的 致癌 物 等 有 毒物 质 的 清 
除 , 有 利于 保护 脆弱 的 消化 道 和 预防 结肠 癌 , 因 此 , 它 也 是 维持 健康 必 不 可 少 的 物质 。 几 了 丁 质 则 有 纤 
维 素 所 不 具备 的 特性 , 它 是 唯一 含 阳离子 的 可 食性 动物 纤维 ,经 常食 用 也 是 有 益 于 健康 的 。 

带 有 a-1,4 糖 苷 键 的 淀粉 和 糖 原则 可 以 在 唾液 或 胰 液 内 的 ae- 淀粉 酶 (w-amylase) 的 催化 
下 ,水 解 成 较为 简单 的 产物 ,或 者 在 外 切 -1,4-a- 糖苷 酶 (exo-1,4-a-glucosidase) 即 葡 糙 淀粉 酶 
ein 二 LO 宙 生生 下 化 因 

C- 淀 粉 酶 


| 释放 出 葡萄 糖 。w_ 淀粉 酶 属 
0 LS “这 堆栈 “- 活 闪 于 内 切 酶 , 仅 能 水 解 1,4 粮 
类 类 居 类 苷 键 , 对 分 支点 上 的 w-1,6 糖 


al 一 4 SS 了 苷 键 无 能 为 力 。 因 此 ,由 wa- 
淀粉 酶 水 解 的 产物 主要 是 麦 

每 角 角 考 芽 本。 A》 。 芽 糖 、 异 麦芽 精 . 麦 芽 三 糖 和 
麦芽 三 粮 葡萄 糖 于 Se 

a- 极 限 糊 精 a- 极 限 糊 精 (ac-limit dexitrin) 


(图 21-1)。a=- 极 限 糊 精 约 
人 由 8 个 葡萄 糖 单位 组 成 , 带 有 
1~2 个 ae-1,6 糖苷 键 ,可 在 小 肠 黏 膜 表面 的 衫 聚 -1,6- 糖苷 酶 (oligo-1,6-glucosidase) 或 异 麦 芽 糖 酶 
(isomaltase) 的 催化 下 ,丢掉 以 w-1,6- 糖苷 酶 连接 的 葡萄 糖 单位 。 
(二 ) 双 糖 和 窒 糖 的 水 解 
从 食物 中 直接 摄 和 的 或 由 多 糖 降解 产生 的 双 糖 和 寡 糖 还 需要 进一步 水 解 。 参 与 这 一 过 程 的 酶 
有 :Gd 芒 糖 -a- 糖苷 酶 (sucrose-a-glucosidase), 即 蔗糖 酶 (sucrase), 专 门将 蔗糖 水 解 成 葡萄 糖 和 果糖 ; 
G@)8- 半 乳 糖 糖 昔 酶 (8-galactosidase), 即 乳 糖 酶 (lactase), 将 乳糖 水 解 成 半 乳 糖 和 葡萄 糖 ;@) 麦 芽 糖 酶 ， 
将 麦芽 糖 和 麦芽 三 糖水 解 成 葡萄 糖 ;由 异 麦 芽 糖 酶 ,将 异 麦芽 糖 和 a - 极限 糊 精 水 解 成 葡萄 糖 ;G)a ， 
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为 什么 葡萄 糖 从 消 
化 道 进入 小 肠 上 皮 细 胞 需要 
通过 主动 转运 途径 , 而 离开 
小 肠 上 皮 细 胞 进入 血液 却 是 
易 化 扩散 ? 
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a- 海 藻 糖 酶 (a ,w-trehalase), 将 海藻 糖水 解 成 葡萄 糖 。 这 些 消化 酶 都 固定 在 肠 细 胞 的 刷 状 缘 (brush 
border) 上 ,在 它们 的 作用 下 ,最 后 的 产物 即 高 浓度 的 单 糖 将 集中 在 这 一 特殊 的 区 域 , 为 吸收 提供 了 便利 。 


二 、 单 糖 的 吸收 和 转运 

单 糖 进入 细胞 被 吸收 的 过 程 受 载体 蛋白 即 转运 蛋白 的 介 导 (transporter-mediated), 具有 底 物 特 
异性 和 立体 特异 性 ,遵循 饱和 动力 学 ,并 受到 特定 抑制 剂 的 抑制 (参看 第 十 六 章 第 三 节 “物质 的 跨 膜 
转运 ”)。 

至 少 有 两 个 跨 膜 转运 系统 
参与 单 糖 由 肠 腔 进入 小 肠 上 皮 
细胞 内 的 过 程 (图 21-2): 

(d) 属于 次 级 主动 转运 
的 Na 一 单 糖 共 转 运 蛋白 (Na 
monosaccharide transporter,SGLU) 
系统 ”该 系统 的 载体 蛋白 是 个 
四 聚 体 蛋 白 ,每 一 个 单 体 对 D- 
葡萄 糖 、a- 甲 基 -D- 葡萄 糖 和 
D- 半 乳 糖 专 一 。 单 糖 进入 细胞 
需要 Na' 的 伴随 ,实际 上 ,Na' 顺 
着 浓度 梯度 从 胞 外 进入 胞 内 的 
提供 了 动力 。 进 入 细胞 内 的 Na 
在 NaVK* 泵 的 催化 下 再 离开 细胞 。 

(2) 属于 被 动 转运 的 上 且 不 依赖 于 Na 的 易 化 扩散 转运 系统 (GLUT5) 该 系统 对 D- 果糖 专 一 。 通 过 
此 系统 进入 肠 细 胞 的 果糖 被 转变 成 葡萄 糖 。 此 外 ,在 小 肠 上 皮 细 胞 肠 腔 对 侧 的 质 膜 上 ,存在 另外 一 种 不 
依赖 于 Na 但 能 转运 3 种 常见 的 单 糖 (D- 葡萄 糖 、D- 半 乳 糖 和 D- 甘露 糖 ) 以 及 2- 脱氧 -D- 葡萄 糖 的 
易 化 扩散 转运 系统 (GLUT2)。GLUT2 还 存在 于 肝 和 肾 中 ,而 GLUT 家 族 的 其 他 成 员 则 存在 于 所 有 的 细 
胞 中 ,参与 葡萄 糖 的 易 化 转运 。 

在 正常 的 生理 条 件 下 ,位 于 消化 道 . 肝 和 肾 的 GLUT2 负责 将 葡萄 糖 运 出 细胞 ,进入 血液 。 而 红 细 
胞 和 脑 细胞 上 的 GLUT1 脂肪 组 织 和 肌肉 组 织 的 GLUT4 则 主要 负责 葡萄 糖 的 吸收 ,即将 血液 中 的 葡 
萄 糖 转运 到 各 自 的 细胞 内 。 

如 果 单 糖 的 吸收 被 破坏 , 那 大 量 的 单 糖 分 子 就 会 聚集 在 小 肠 上 皮 细 胞 的 表面 ,产生 高 渗 环 境 , 影 
响 水 的 吸收 ,从 而 引起 腹泻 。 


肠 腔 对 侧 质 腊 





例 易 化 扩散 嗓 Na/K -ATP 栈 
后 依赖 于 Na+ 的 协同 转运 


第 二 季 脂 质 的 消化 和 吸收 


无 论 是 水 解 还 是 吸收 , 脂 质 与 糖 类 或 蛋白 质 都 有 很 大 的 不 同 。 差 别 产 生 的 原因 与 脂 质 本 身 的 脂 
溶性 (水 不 溶性 ) 有 关 。 


一 、 脂 质 的 酶 促 降解 


脂 质 的 水 不 溶性 给 其 水 解 和 吸收 都 造成 了 很 大 的 困难 。 首 先 , 就 水 解 而 言 ,由 于 参与 水 解 的 酶 ， 
例如 脂肪 酶 磷脂 酶 和 胆固醇 酶 都 是 水 溶性 的 ,因此 , 脂 质 的 水 解 只 能 在 水 相 和 油 相 的 界面 进行 。 显 
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然 , 油 相 与 水 相 的 接触 面积 越 大 ,水 解 的 速率 就 越 快 。 那 么 ,如 何 能 增加 消化 道内 脂 质 与 水 相 的 接触 
面积 呢 ? 其 次 ,就 吸收 而 言 ,由 于 水 解 产 物 仍 然 倾 向 于 聚集 在 一 起 形成 更 大 的 复合 物 ,这 样 的 复合 物 
与 细胞 表面 接触 不 好 ,很 难 被 吸收 ,那么 机 体 又 如 何 提高 脂 质 水 解 产 物 的 吸收 效率 呢 ? 

如 果 你 洗 过 油 碗 的 话 ,就 一 定 不 会 忘记 为 了 把 碗 洗 干 净 , 会 在 水 中 加 入 少量 去 污 剂 。 加 去 污 剂 的 
目的 是 为 了 将 碗 壁 上 的 油 珠 分 散 到 水 相 之 中 ,实际 上 就 是 增加 油 的 水 溶性 。 脂 质 在 消化 道内 的 消化 
和 吸收 面临 同样 的 问题 ,而 解决 问题 的 方法 如 出 一 枚 ,也 是 借助 于 机 体 自身 合成 的 生物 去 污 剂 的 “ 增 
溶 " 效 应 。 

脂 质 在 消化 过 程 中 使 用 的 生物 去 污 剂 是 由 胆 吉 分泌 的 胆汁 酸 ( 盐 )。 胆 汁 酸 ( 盐 ) 作为 胆固醇 的 衍 
生物 ,是 一 种 两 性 分 子 , 在 肝 细胞 中 合成 以 后 ,转移 到 胆 吉 ,然后 再 分 泌 到 消化 道 。 当 它 与 脂 质 接触 以 
后 , 玻 水 区 域 与 脂 质 结合 , 亲 水 区 域 则 暴露 在 水 相 之 中 。 于 是 ,在 胆汁 酸 ( 盐 ) 的 帮助 下 ,大 脂 滴 被 分 散 
成 小 脂 滴 ,此 过 程 称 为 乳化 (emulsitication)。 乳 化 作用 大 大 提高 了 水 相 和 油 相 的 界面 面积 ,这 对 于 增强 
水 解 酶 的 水 解 效率 十 分 重要 。 

提 质 被 乳化 以 后 ,下 一 步 就 是 脂肪 酶 .磷脂 酶 和 胆固醇 酯 酶 分 别 对 脂肪 磷脂 和 胆固醇 的 水 解 。 

脂肪 的 水 解 开始 于 胃 ,完成 于 小 肠 。 参 与 脂肪 水 解 的 脂肪 酶 有 3 种 :第 一 种 是 由 舌 组 织 分 泌 的 舌 

提 肪 酶 (lingual lipase), 它 在 胃 的 酸性 pH 下 才 有 活性 ,在 吗 齿 动物 体内 含量 高 ,在 人 体内 偏 低 ;第 二 种 
是 由 胃 分 沁 的 胃 脂 肪 酶 (gastric lipase), 它 的 最 适 pH 是 4, 切 点 在 sn-3 位 置 ,对 中 链 脂 肪 酸 的 水 解 快 ; 
第 三 种 是 胰 脂 肪 酶 (pancreatic lipase), 它 由 胰腺 大 量 分 泌 , 与 消化 道内 的 绝 大 多 数 消化 酶 一 样 , 以 酶 原 
的 形式 分 泌 ,被 胰 蛋 白 酶 激活 。 胰 脂肪 酶 的 活性 还 需要 一 种 叫 共 脂肪 酶 (colipase) 的 辅助 蛋白 。 共 脂 
肪 酶 能 够 与 脂肪 酶 形成 稳定 的 复合 物 ,并 将 脂肪 酶 锚 定 到 水 相 与 油 相 的 界面 。 通 过 基因 贡 除 技术 得 
到 的 共 脂 肪 酶 被 灭 活 的 小 鼠 , 刚 刚 出 生 的 时 候 似 乎 很 正常 ,但 在 两 周 以 后 , 约 有 60% 的 小 鼠 死 亡 , 活 下 
来 的 小 鼠 对 高 脂肪 食物 中 的 脂肪 吸收 不 良 , 体 重 很 快 下 降 。 由 此 可 见 , 共 脂 肪 酶 对 脂肪 的 消化 和 吸收 
是 必 不 可 少 的。 脂肪 在 脂肪 酶 的 作用 下 ,产生 甘油 单 酯 和 游离 脂肪 酸 (FFA)。 

目前 市 场 上 的 许多 减肥 药 , 如 奥 利 斯 他 (orlistat), 实 为 胰 脂 肪 酶 的 抑制 剂 ,通过 抑制 脂肪 在 小 肠 内 
的 消化 和 吸收 而 达到 减肥 功效 。 

消化 道内 水 解 磷脂 的 酶 是 由 胰腺 分 这 的 磷脂 酶 A:, 它 也 是 以 酶 原 的 形式 分 泌 ,被 胰 和 蛋白 酶 激活 ， 
需要 Ca 的 存在 ,水 解 产 物 为 溶血 磷脂 和 FFA。 

水 解 胆固醇 酯 的 酯 酶 也 由 胰腺 分 刻 ,需要 胆汁 的 激活 ,水 解 产 物 为 胆固醇 和 FFA。 


二 、 脂 质 的 吸收 

脂 质 的 吸收 与 单 糖 或 氨基 酸 的 吸收 具有 完全 不 同 的 机 制 , 脂 质 消 化 的 主要 产物 一 甘油 单 酯 和 
FFA 通过 简单 扩散 进入 肠 细胞 ,同时 也 有 很 多 FFA 通过 质 膜 上 特异 性 的 转运 蛋白 进入 肠 细 胞 。 

如 图 21-3 所 示 ,在 脂肪 酶 作用 下 , 单 酰 甘 油 (monoacylglycarol,MG) 或 甘油 单 酯 和 TFA 作为 产物 
被 释放 出 来 ,但 它们 仍然 与 胆汁 酸 ( 盐 ) 结 合 在 一 起 ,并 与 其 他 脂 质 的 水 解 产 物 ( 如 溶血 磷脂 和 胆固醇 ) 
共同 形成 胶 束 (micelle) 结构 。 胶 柬 实 际 上 就 是 脂 质 的 各 种 水 解 产 物 与 胆汁 酸 ( 盐 ) 形 成 的 微型 聚合 
物 (3~6 nm)。 当 胶 束 遇 到 肠 细 胞 的 刷 状 缘 时 , 脂 质 (包括 MG FFA 胆固醇 和 溶血 磷脂 ) 即 被 吸收 。 在 
这 里 , 胶 束 充当 了 将 脂 质 的 消化 产物 从 消化 场所 转移 到 吸收 场所 的 "穿梭 " 工具 。 具 体 来 说 , 胶 束 有 两 
个 功能 :首先 , 它 能 及 时 移 除 脂 肪 消化 的 产物 ,使 它们 不 能 抑制 脂肪 酶 的 活性 (产物 抑制 ;其 次 , 它 将 不 
溶性 的 消化 产物 转运 到 细胞 膜 ,使 它们 能 够 通过 扩散 的 方式 直接 进入 细胞 。 

脂 质 被 吸收 以 后 ,脂肪 和 磷脂 在 肠 细 胞 的 光 面 内 质 网 上 重新 合成 ,并 与 胆固醇 、 脂 溶性 维生素 和 
载 脂 蛋白 一 起 在 高 尔 基 体 组 装 成 乳 糜 微粒 。 随 后 , 乳 糜 微 粒 通过 胞 吐 的 方式 离开 肠 细 胞 ,进入 乳 糜 管 ， 
最 后 汇 人 血液 。 





到 和 aa 3 sn 让 
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为 什么 胆囊 被 切除 
的 “无 蛆 ” 人 士 要 少 吃 油 性 
食物 ? 


eT 珍 溶血 磷脂 为 什么 具 
有 溶血 的 效应 ? 
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胃酸 的 产生 与 何 种 
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21-3 ”脂肪 在 消化 道内 的 水 解 和 吸收 


第 三 节 ”蛋白质 与 核酸 的 消化 和 吸收 


一 、 蛋 白质 的 消化 和 吸收 

膳食 中 的 和 蛋白质, 一 般 不 能 被 肠 道 直 接 吸收 ,它们 必须 先 被 水 解 成 氨基 酸 、 二 肽 或 三 肽 。 肠 道 不 
能 直接 吸收 完整 蛋白 质 的 原因 有 两 个 :首先 ,很 少 有 蛋白质 能 够 在 大 量 的 各 种 与 膜 结合 的 蛋白 酶 存在 
下 不 被 水 解 ; 其 次 ,正常 的 肠 细胞 质 膜 上 没有 专门 负责 跨 膜 转 运 蛋白 质 的 转运 蛋白 ,而 且 蛋 白质 也 无 
法 通过 相 邻 肠 道 细胞 之 间 的 紧密 连接 。 

然而 有 两 个 重要 的 例外 。 一 是 新 生 儿 在 出 生 后 的 一 段 时 间 内 能 够 吸收 完整 的 蛋白 质 , 这 一 点 非 
常 重要 ,因为 这 可 以 使 免疫 系统 还 很 脆弱 的 新 生 儿 能 从 母乳 中 直接 获得 抗体 。 二 是 及 病毒 能 逃脱 消 
化 道内 的 蛋白 酶 水 解 并 最 终 感染 大 脑 。 

(一 ) 蛋白 质 的 酶 促 降解 

消化 道内 参与 蛋白 质 消 化 的 蛋白 酶 由 胃 和 胰腺 分 泌 。 其 中 ,由 胃 分 刻 的 是 骨 和 蛋白 酶 原 , 它 受 胃 酸 
的 激活 而 转变 成 有 活性 的 胃 和 蛋白酶 ;由 胰腺 分 记 的 有 胰 和 蛋白酶 原 、 胰 凝 乳 蛋白 酶 原 、 弹 性 和 蛋白酶 原 和 
羧 肽 酶 原 , 它 们 受到 胆 赛 收缩 素 的 作用 以 后 被 释放 ;将 胰 蛋 白 酶 原 激活 成 胰 和 蛋白酶 的 是 由 小 肠 黏 膜 分 
沁 的 肠 激酶 ,将 胰 凝 乳 蛋 白 酶 原 、. 弹 性 蛋白 酶 原 和 羧 肽 酶 原 分 别 激活 成 胰 凝 乳 和 蛋白酶 .弹性 蛋白 酶 和 
羧 肽 酶 的 是 胰 蛋 白 酶 (参看 第 十 二 章 “ 酶 活性 的 调节 ”)。 有 趣 的 是 , 肠 道 内 的 蛋白 酶 也 会 因 胰 蛋 白 酶 
的 作用 而 失 活 。 

和 蛋白质 的 消化 开始 于 胃 ,由 胃 和 蛋白 酶 催化 。 胃 和 蛋白 酶 的 最 适 pH 是 1.8 ,而 如 此 低 的 pH 只 存在 于 
骨 里 ,因而 当 骨 蛋白酶 离开 胃 以 后 ,活性 就 大 大 降低 。 

如 图 21-4 所 示 , 食 物 中 的 蛋白 质 经 过 骨 和 胰腺 分 刻 的 蛋白 酶 消化 ,在 小 肠 内 主要 水 解 成 寡 肽 。 
在 小 肠 的 刷 状 缘 上 ,分 布 着 各 种 肽 酶 。 这 些 肽 酶 与 前 面 提 到 的 乳糖 酶 和 麦 芽 糖 酶 一 样 ,属于 膜 内 在 蛋 
白 ,而 不 是 可 溶性 蛋白 。 它 们 能 进一步 水 解 肠 腔 内 的 寡 肽 ,将 吉 肽 转变 成 更 小 的 小 居 和 游离 的 氨基 酸 。 
于 是 蛋白 质 消化 的 终 产 物 (氨基 酸 、 二 肽 和 三 肽 ) 集 中 在 肠 细 胞 表面 ,为 吸收 做 好 了 准备 。 

(二 ) 氨基 酸 、 二 肽 和 三 肽 的 吸收 

氨基 酸 被 小 肠 细胞 吸收 的 机 制 与 单 糖 的 吸收 机 制 极为 相似 。 在 吸收 细胞 面向 肠 腔 的 质 膜 上 ,已 


发 现 至 少 有 4 类 依赖 于 Na 的 氨基 酸 转运 蛋白 ,分 别 转 
运 酸性 氨基 酸 、 碱 性 氨基 酸 、 中 性 氨基 酸 和 且 氨 酸 ( 包 括 
羟 睛 氨 酸 )。 这 些 转运 系统 都 属于 次 级 主动 运输 。 此 外 ， 
还 发 现 了 不 依赖 于 Na 的 专门 转运 中 性 氨基 酸 、 踊 水 氮 
基 酸 和 碱 性 氨基 酸 的 转运 蛋白 。 

除了 由 特定 的 氨基 酸 转 和 运 和 蛋白 来 吸收 氨基 酸 以 
外 ,在 小 肠 上 皮 细 胞 还 存在 一 种 y- 谷 氨 酰 循环 (7y- 
glutamyl cycle)。 该 循环 也 具有 吸收 氨基 酸 的 功能 ,但 需 
要 谷 胱 甘 肽 。 

小 肠 上 皮 细 胞 几乎 不 能 吸收 长 于 3 个 氨基 酸 组 
成 的 寡 肽 ,但 却 能 有 效 地 吸收 二 肽 和 三 肽 。 与 氨基 酸 
吸收 不 同 的 是 ,二 肽 和 三 肽 的 吸收 不 需要 Na*。 一 旦 
它们 进入 胞 内 ,很 快 就 被 细胞 质 基质 的 肽 酶 水 解 成 游 
离 氨基 酸 。 

被 吸收 的 游离 气 基 酸 和 单 粮 分子 一 起 ,会 在 小 肠 
上 皮 细 胞 产生 一 种 驱动 水 吸收 的 渗透 压 梯 度 (osmotic 
gradient)。 在 小 肠 上 皮 细 胞 基底 膜 上 ,还 含有 将 氨基 酸 
转运 出 细胞 而 进入 毛细 血管 的 转运 系统 ,但 它们 与 Na 无关。 








21-4 ”蛋白质 的 胞 外 水 解 和 吸收 


二 、 核 酸 的 消化 和 吸收 

从 营养 的 角度 来 看 ,核酸 的 营养 价值 在 几 种 生物 大 分 子 中 是 最 低 的 ,因此 学 习 生 化 的 人 不 该 轻信 
所 谓 的 核酸 补品 广告 。 食 物 中 的 核酸 在 消化 道 也 会 被 消化 和 吸收 。 胰 液 中 含有 两 类 核酸 酶 , 即 核糖 
核酸 酶 和 脱氧 核糖 核酸 酶 ,它们 被 分 泌 到 十 二 指 肠 分 别 水 解 RNA 和 DNA。 但 近来 发 现 ,植物 来 源 的 
某 些 微 RNA(micro RNA) 能 够 在 消化 道 被 动物 吸收 ,并 被 运送 到 特定 的 细胞 ,抑制 胞 内 特定 的 基因 表 
达 。 核 背 酸 带 有 负电 荷 ,因此 很 难 被 小 肠 上 皮 细 胞 直接 吸收 ,需要 先 被 水 解 成 核 并 和 磷酸 , 核 背 还 可 
再 进一步 水 解 成 核糖 (脱氧 核糖 ) 和 碱 基 ; 这 一 吸收 过 程 为 主动 转运 。 


第 四 节 ”真菌 和 食 虫 植物 对 生物 大 分 子 的 消化 和 吸收 


真菌 虽 不 是 像 动物 一 类 的 消费 者 ,但 许多 利用 腐生 性 营养 (saprophytic nutrition)。 这 意味 着 它们 
虽然 不 能 摄 和 人 食物 ,但 却 能 利用 细胞 外 消化 和 吸收 从 环境 中 获取 营养 。 

实际 上 ,真菌 能 分 沁 多 种 消化 酶 ,包括 蛋白 酶 、 脂 肪 酶 和 纤维 素 酶 等 ,以 便 将 周围 的 蛋白 质 、 脂 肪 
和 多 糖水 解 成 为 可 被 吸收 的 氨基 酸 、FFA、 甘 油 和 单 糖 等 。 

食 虫 植物 (如 猪 笼 草 ) 也 需要 分 泌 一 些 水 解 酶 (主要 是 蛋白 酶 ), 将 捕获 的 动物 进行 消化 和 吸收 。 


框 21-1 身边 的 生物 化 学 一 猪 洛 草 吃 萤 的 秘密 

食 虫 植物 也 称 为 食肉 植物 ,是 一 种 捕获 并 消化 动物 而 获得 营养 的 自 养 型 植物 。 其 大 部 分 猪 物 为 昆虫 
和 节肢 动物 ,偶尔 可 以 捕食 两 栖 动物 \ 小 型 下 行 动物 或 哺乳 动物 。 被 消化 的 动物 可 以 为 食 虫 植物 提供 必需 
的 氮 源 ,因为 它们 生长 于 土壤 贫 将 ,特别 是 缺少 氮 素 的 地 区 ,例如 酸性 的 沼泽 和 石 漠 化 地 区 。 

猪 笼 草 就 属于 食 虫 植物 中 比较 常见 的 一 类 。 这 一 类 食 虫 植物 拥有 一 种 独特 的 形 如 猪 笼 的 吸取 营养 器 
官 一 一 捕虫 讲 ( 图 21-5)。 猪 笼 草 的 捕虫 囊 内 有 密 腺 ,能 分 认 蜜 计 引 诱 昆虫 ,昆虫 进入 捕虫 宫 后 , 襄 盖 并 不 
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闭合 ,但 捕虫 囊 囊 口内 侧 的 囊 壁 很 光滑 ， 
因此 能 防止 昆虫 疏 出 。 捕 虫 囊 下 半 部 的 
内 侧 圳 壁 稍 厚 , 并 有 很 多 消化 腺 ,这 些 腺 
体 分 泌 出 稍 带 黏 性 的 消化 液 储存 在 圳 底 ; 
消化 液 与 人 体 明 液 很 相似 ,具有 消化 昆虫 
的 能 力 。 

至 于 消化 液 中 究竟 有 哪些 消化 酶 ， 
这 一 直 是 一 个 谜 。 直 到 2008 年 , 日 本 香 
川 大 学 的 Tatsure Hamada 使 用 和 蛋白质 组 
学 的 研究 方法 ,对 猪 笼 草 消化 液 中 的 蛋白 
质 成 分 ,进行 了 系统 的 研究 。 他 们 首先 使 《 侠 21-5 清和 草 的 捕 $ 误 
用 SDs - 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 的 方法 ,将 消化 液 中 的 蛋白 质 进行 分 离 ,并 通过 银 染 的 手段 进行 观测 。 随 
后 ,对 观测 到 的 蛋白 质 条 带 进行 胶 内 的 胰 蛋 白 酶 消化 ,再 对 得 到 的 肽 段 通过 液 相 色 谱 - 质谱 分 析 (lquid 
chromatography-MS), 获 得 肽 段 的 氨基 酸 序列 ,最 后 ,将 得 到 的 序列 与 公共 数据 库 上 的 蛋白 质 序列 进行 
比 对 分 析 , 最 终 发 现 了 以 下 几 种 消化 酶 :@ 猪 花草 蛋白 酶 (nepenthesin) 工 和 II, 该 酶 与 胃 蛋 白 酶 相似 , 属 
于 天 冬 氨 酸 蛋白 酶 ; @) B- 木 糖 音 酶 (8-xylosidase); 国 几 丁 质 酶 (chitinase); @ 6-1.3- 葡 聚 糖 酶 (8-13- 
Blucanase); 回 类 奇 甜 蛋白 (thaumatin_-Hike protein)j。 在 以 上 这 些 蛋白 质 中 ,只 有 猪 笼 草 蛋白 酶 是 用 来 消化 儿 
物 蛋白 质 的 , 几 丁 质 酶 可 能 既 可 以 帮助 猪 笼 草 抗 真 菌 ,又 能 消化 昆虫 外 骨骼 的 主要 成 分 一 “ 几 丁 质 ,而 
6- 木 糖苷 酶 和 葡 育 糖 酶 的 功能 可 能 是 参与 捕虫 囊 的 形成 ,类 奇 甜 蛋 白 可 能 是 由 密 腺 分 沁 用 来 引诱 昆虫 
上 钩 的 。 





科学 故事 一 一 葡萄 糖 转运 蛋白 的 发 现 

葡萄 糖 是 生物 体重 要 的 能 源 ,其 进出 细胞 需要 专门 的 转运 蛋白 , 即 葡萄糖 转运 蛋白 (GLUT)。1952 年 ， 
Widder 及 其 同事 系统 研究 了 人 胎盘 细胞 (placental cell) 对 葡萄 糖 的 转运 ,发现 葡萄 糖 转运 具有 饱和 动力 学 
的 性 质 。 于 是 , Widder 预测 胎盘 细胞 转运 葡萄 糖 需要 一 种 载体 蛋白 。 

基于 红细胞 没有 内 膜 结 构 , 且 很 容易 得 到 ,因此 它 的 细胞 膜 一 直 被 认为 是 研究 物质 跨 细胞 膜 转 运 的 
首选 材料 。1977 年 ,Michihire Kasahara 和 Peter C. Hinkle 终于 从 人 的 红细胞 膜 中 ,得 到 了 第 一 种 负责 葡萄 
糖 跨 膜 转运 的 蛋白 质 ,从 此 开创 了 葡萄 糖 转运 蛋白 研究 的 新 时 代 。Kasahara 和 Hinkle 使 用 的 分 离 , 鉴 定 方 
法 如 下 :首先 ,使 用 低 渗 溶液 处 理 红细胞 ,导致 其 细胞 膜 破裂 ,在 去 除 血 红 蛋 白 以 后 得 到 血 影 。 然 后 ,利用 
去 垢 剂 抽取 膜 上 可 能 的 GLUT。 在 经 过 DEAE- 纤维 素 柱 层 析 以 后 ,将 分 级 得 到 的 蛋白 质 与 磷脂 混合 在 
一 起 ,经 超声 波 处 理 , 得 到 重组 有 GLUT 的 脂 质 体 。 最 后 ,使 用 稀释 或 透析 的 方法 去 除 残 留 的 去 垢 剂 , 并 
测定 它们 转运 葡萄 糖 的 活性 。 他 们 纯化 出 的 葡 葡 糖 转运 蛋白 是 一 种 高 度 了 水 、 糖 基 化 程度 各 异 的 蛋白 质 ， 
后 来 被 称 为 GLUT1, 以 区 分 其 他 参与 葡萄 糖 转运 的 蛋白 质 。GLUT1 的 动力 学 特征 与 完整 的 红细胞 基本 
相同 。 

1985 年 ,M: Mueckler 和 Harvey F. Lodish 等 人 利用 GLUTI1 制备 的 兔 抗 血 铺 ,成 功 地 从 HepG2 细胞 
的 cDNA 误 库 中 克隆 到 人 的 GLUT1 基因 。 根 据 sDNA 的 核 音 酸 序列 ,推导 出 GLUT1 含有 492 个 氨基 
酸 残 基 。 再 通过 芷 水 性 分 析 ,预测 它 含 有 12 个 跨 膜 的 a 螺旋 。 就 在 得 到 GLUT1 的 cDNA 序列 不 久 , 科 
学 家 以 此 为 探 针 ,在 其 他 组 织 中 发 现 其 他 种 类 的 GLUT。 到 目前 为 止 ,至 少 已 发 现 十 多 种 与 葡萄 糖 转运 相 
关 的 蛋白 质 , 它 们 分 布 在 不 同 的 组 织 ,功能 并 不 完全 相同 。 

在 以 上 各 种 GLUT 分 子 中 ,GLUT4 区 为 重要 , 因为 它 对 胰岛 素 是 敏感 的 。 胰 岛 素 能 够 迅速 调节 


GLUT4 在 细胞 膜 的 数目 ,从 而 影响 细胞 对 葡萄 糖 的 转运 。 

胰岛 素 调节 GLUT4 在 细胞 膜 上 数目 的 方式 十 分 有 意思 。1999 年 ,K. A. Powell 等 人 使 用 基因 工程 的 
方法 ,构建 了 一 种 GLUT4- 绿色 荧光 蛋白 (GFP) 的 融合 蛋白 表达 载体 。GFP 是 一 种 来 源 于 海洋 生物 水 母 
中 的 蛋白 质 ,其 多 肽 链 中 含有 特殊 的 生 色 团结 构 , 可 在 紫外 线 下 发 出 稳定 的 绿色 荧光 。 因 此 ,科学 家 可 利 
用 GFP 的 这 个 性 质 , 追 踪 它 与 其 他 蛋白 质 组 成 的 融合 蛋白 在 细胞 中 的 定位 。 

Powell 将 构建 好 的 GFP-GLUT4 融合 表达 质粒 显 微 注 射 到 3T3-L1 脂肪 细胞 内 , 然后 ,观察 胰岛 素 
对 GLUT4 的 分 布 有 何 影 响 。 他 们 的 结果 表明 :在 没有 胰岛 素 的 时 候 ,细胞 内 表达 的 GFP-GLUT4 分 布 在 
胞 内 的 诈 泡 膜 上 ;在 加 入 胰岛 素 以 后 ,发 现 GEP-GLUT4 重新 分 布 , 转 而 集中 到 细胞 膜 上 。Powell 的 实 
验证 明 ,胰岛 素 可 以 通过 调节 GLUT4 在 细胞 中 的 分 布 而 改变 葡萄 糖 的 转运 ,从 而 来 实现 对 和 葡萄糖 代谢 
的 影响 。 

目前 ,关于 胰岛 素 调节 葡萄 糖 转运 的 机 制 已 比较 清楚 。 有 胰岛 素 时 ,胰岛 素 与 其 受 体 结 合 ,促进 细胞 
内 含有 GLUT4 的 囊 泡 与 细胞 膜 融合 ,从 而 提高 质 膜 上 GLUT4 的 数目 ,致使 葡萄 糖 转运 速率 加 快 ; 相 反 ， 
在 缺乏 胰岛 素 的 时 候 , 位 于 质 膜 上 的 GLUT4 因 内 知 作 用 而 数目 下 降 ,最 终 使 葡萄 糖 转运 速率 下 降 。 


推荐 网 址 : 
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.http:Wen.wikipedia.org/wiki/Carbohydrate_digestion (维基 百科 有 关 糖 类 消化 的 内 容 ) 


2. http:/library.thinkquest.org/11226/main/cl4txthtm (一 个 在 线 的 图 书馆 ,提供 有 关 和 蛋白 质 消化 吸收 的 
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3. http :Wwww.vivo.colostate.edu/hbooks/pathphys/digestion/smallgut/absorb_lipids.html (美国 科罗拉多 州立 
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名 ”第 二 十 二 章 ” 糖 酵 解 


糖 酵 解 (glycolysis) 是 生物 体 最 重要 的 分 解 代谢 途径 之 一 , 它 几 乎 发 生 在 所 有 的 活 细 胞 中 ,只 是 速 
率 有 别 。 通 过 该 途径 ,葡萄糖 或 者 其 他 单 糖 在 没有 氧气 的 参与 下 被 氧化 成 丙酮 酸 ,并 产生 NADH 和 人 少 
量 的 ATP; 某 些 非 糖 物质 (如 甘油 ) 也 可 以 间接 地 进入 此 途径 得 到 氧化 分 解 。 

本 章 将 重点 介绍 糖 酵 解 的 发 现 . 所 涉及 的 十 步 反 应 .生理 功能 .调节 机 制 以 及 终 产 物 NADH 和 丙 
酮 酸 的 代谢 去 向 。 


第 一 全 糖 酵 解 的 发 现 


对 于 糖 酵 解 途径 ,真正 意义 上 的 研究 可 追溯 到 1897 年 , 当时 Buchner 兄弟 发 现 酵母 发 酝 
(fermentation) 可 以 在 破碎 的 细胞 即 酵母 计 中 发 生 。 这 个 发 现 不 仅 和 否定 了 那个 年 代 盛 极 一 时 的 “活力 ” 
论 (vital-force theory), 更 为 重要 的 是 ,从 此 以 后 ,人 们 可 以 直接 在 细胞 的 抽取 物 或 无 细胞 系统 (cell-free 
system) 中 研究 代谢 。 

1905 年 ,A. Harden 和 又 . Young 在 酵母 汁 中 发 现 无 机 磷酸 盐 是 发 酵 反 应 所 必需 的 成 分 。 不 久 ， 
Cyrus Hartwell Fiske 和 Yellagaprada Subbarow 在 肌肉 细胞 中 发 现 磷 酸 肌 酸 ,Kar Lohmann 发 现 ATP， 
Otto Meyerhof 提出 热 化 学 (thermochemistry)。 这 些 发 现 共 同 促成 了 高 能 键 概 念 的 诞生 和 磷酸 化 反应 的 
提出 。 很 快 , 腺 苷 酸 被 认为 是 糖 酵 解 的 辅酶 和 能 量 的 载体 。 

1929 年 ,Nilsson 偶然 发 现 了 3- 磷酸 甘油 酸 。 与 此 同时 ,Kurt Lohmann 和 F'itz Lipmann 共同 发 现 
了 1,6- 二 磷酸 果糖 能 够 转变 成 不 易 水 解 的 磷酸 酯 (3- 磷酸 甘油 酸 )。 

1933 年 ,Gustavy Embden 从 肌肉 细胞 抽取 物 中 分 离 得 到 3- 磷酸 甘油 酸 ,将 这 种 磷酸 化 合 物 重 新 放 
加 到 肌肉 质 取 物 以 后 ,发现 它 又 立即 转变 成 了 丙 杖 酸 舟 erreeeeeeeeeeereeers 





磷酸 。 | 
综合 以 上 结果 ,Embden 提出 了 一 个 完整 的 糖 酵 解 ， 
途径 ,只 是 其 中 的 一 些 反应 是 在 后 来 的 研究 中 才 得 到 证 We | 
实 的 。 鉴 于 Embden 和 Meyerhof 在 糖 酵 解 研究 中 的 杰 。 系 | 
出 贡献 , 糖 酵 解 又 称 为 Eubden-Meyerhof 途 径 (Embden- 股 
Meyerhof pathway,EMP)。 | 
RD 一 八 m 醒 
第 二 节 ” 糖 酵 解 的 全 部 反应 1 ， 
第 | ma 
糖 醉 解 发 生 在 细胞 质 基质 中 ,如 果 以 葡萄 精 为 起 始 。 险 | | 
物质 ,整个 糖 酵 解 途径 就 由 两 个 阶段 十 步 反 应 组 成 (图 | | 
22-1 ,图 22-2): e e 
(1) 第 一 阶段 称 为 引发 阶段 (priming phase), 有 5 步 [上 上 2 丙酮 酸 < 


反应 。 在 此 阶段 ,1 分 子 葡 萄 糖 经 过 1,6- 二 磷酸 果糖 转 个 ATP 


变 成 2 分 子 3- 磷酸 甘油 醛 (glyceraldehyde-3-phosphate， 经 糖 酵 解 的 两 阶段 反应 
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GAP), 共 消耗 2 分 子 ATP。 由 于 此 阶段 的 反应 消耗 了 ATP, 相 当 于 能 量 货币 的 “投资 ", 因 此 有 人 称 之 
为 投资 阶段 (investing phase)。 

(2) 第 二 阶段 称 为 产能 阶段 (energy-yielding phase), 也 有 5 步 反 应 。 通 过 此 阶段 ,2 分 子 3- 磷酸 甘 
油 醛 最 终 转 变 为 2 分 子 现 酮 酸 ,同时 产生 4 分 子 ATP 和 2 分 子 NADH。 由 于 此 阶段 产生 了 4 分 子 能 
量 货币 ATP ,在 扣除 第 一 阶段 “投资 " 的 2 分 子 ATP 以 后 ,还 “ 净 赚 "了 2 分 子 ATP, 因 此 第 二 阶段 又 称 
为 收获 阶段 (harvesting phase) 或 获 利 阶 段 (profiting phase)。 下 面 就 分 步 介绍 各 反应 。 

1. 葡萄 糖 的 磷酸 化 

这 是 糖 酵 解 的 第 一 步 反 应 。 在 已 糖 激酶 (hexokinase) 或 葡萄 糖 激酶 (glucokinase) 的 催化 下 , 葡 
萄 糖 6 号 位 的 羟基 接受 ATP 分 子 上 的 7Y- 磷酸 根 ,被 磷酸 化 为 6- 磷酸 葡 糖 (glucose-6-phosphate， 
G-6-P)。 此 反应 的 Ac? 为 较 大 的 负 值 , 这 使 其 在 细胞 内 正常 的 生理 条 件 下 为 不 可 道 反应 。 与 其 他 
激酶 一 样 , 己 糖 激酶 在 催化 反应 中 ,巧妙 地 使 用 "诱导 契合 " 机 制 , 从 而 避免 了 ATP 在 活性 中 心 发 生 
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水 解 的 可 能 性 (参看 第 八 章 “ 酶 学 概论 ” )。 此 外 ,反应 还 需要 二 价 金 属 离子 Mg 或 Mn 。 这 些 二 价 
金属 离子 的 作用 是 与 ATP 形成 复合 物 ,屏蔽 磷酸 基 团 的 负电 荷 ,并 且 有 助 于 酶 的 催化 。 缺 乏 Mg 
的 ATP 将 成 为 一 种 竞争 性 抑制 剂 。 

葡萄 糖 的 磷酸 化 至 少 有 三 方面 的 意义 :一 是 降低 了 细胞 内 游离 葡萄 糖 的 浓度 ,这 有 利于 胞 外 的 葡 
萄 糖 通过 GLUT 进入 胞 内 ;二 是 葡萄 糖 由 此 带 上 负电 荷 , 极 性 又 增 ,很 难 再 从 细胞 中 “逃逸 " 出 去 ;三 是 
葡萄 糖 由 此 变 得 不 稳定 ,有 利于 其 在 细胞 内 的 进一步 代谢 。 

虽说 己 糖 激酶 和 和 葡萄糖 激 酶 都 能 催化 这 一 步 反 应 ,但 两 种 酶 在 底 物 的 特异 性 与 葡萄 糖 的 亲和力 
CR) 了 es、 酶 活性 的 调节 以 及 基因 表达 上 均 有 显著 的 差别 ( 表 22-1)。 


上 表 22-1 己 糖 激 本 和 葡萄 糖 激 酶 的 比较 











已 糖 激 酶 。 葡萄糖 激酶 
存在 几乎 所 有 的 细胞 肝 细 胞 、 胰 腺 的 B 细胞 
底 物 特异 性 葡萄 糖 甘露 糖 .氨基 葡萄 糖 、 果 糖 、2- 脱氧 葡萄 糖 等 己 糖 葡萄 糖 和 2- 脱氧 葡萄 糖 
对 葡萄 糖 的 及 0.1 mmol/L 10 mmol/L 
二 低 了 
产物 反馈 抑制 受 6- 磷酸 葡 糖 反馈 抑制 不 受 6- 磷酸 葡 糖 反馈 抑制 
基因 表达 组 成 型 酶 诱导 酶 


己 糖 激酶 为 组 成 型 酶 (constitutive enzyme), 上 且 对 葡萄 糖 的 亲 和 性 较 高 ,因此 对 于 高 等 动物 来 说 ,其 
生理 功能 是 确保 细胞 (即使 在 血糖 浓度 较 低 的 情况 下 ), 尤 其 是 脑 细胞 和 红细胞 能 有 持续 的 葡萄 糖 供 
应 。 己 糖 激酶 对 和 葡萄糖 的 高 亲 和 人 性 能 够 保证 细胞 内 的 葡萄 糖分 子 及 时 被 磷酸 化 ,从 而 创造 出 有 利于 
葡萄 糖 从 血液 进入 细胞 的 浓度 梯度 。 相 比 之 下 ,葡萄 糖 激酶 是 一 种 诱导 酶 ,与 葡萄 糖 的 亲 和 性 较 低 ， 
只 有 在 血糖 浓度 处 于 较 高 的 水 平时 , 它 才 会 被 诱导 表达 并 表现 出 活性 ,因此 它 的 主要 生理 功能 是 及 时 
清除 饱餐 以 后 血液 里 过 多 的 葡萄 糖 , 有 助 于 稳定 血糖 水 平 。 

2- 脱氧 葡萄 糖 也 可 以 作为 这 一 步 反 应 的 底 物 ,反应 形成 2- 脱氧 -6- 磷酸 葡 糖 ,这 种 产物 将 是 下 
一 步 反 应 的 抑制 剂 。 

2.6- 磷酸 葡 糖 的 异 构 化 

这 是 一 步 异 构 化 反应 ,由 磷酸 已 糖 异 构 酶 (phosphohexose isomerase) 催化 ,也 需要 Mg ,反应 的 机 





22 
制 涉及 不 稳定 的 烯 二 醇 中 间 体 。 通 过 此 反应 , 醛 糖 变 成 了 柄 糖 , 阁 基 从 1 号 位 变 到 2 号 位 ,这 既 为 下 


一 步 磷酸 化 反应 创造 了 条 件 , 又 有 利于 后 面 由 醛 缩 酶 催化 的 C3 和 C4 之 间 的 断裂 反应 
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也 OH OH 瑟 
6-- 磷 酸 葡 糖 6-- 磷 酸 果糖 


AG9? = 1.7kJ/mol 


2- 脱氧 -6- 磷酸 葡 糖 也 能 够 与 此 酶 的 活性 中 心 结合 ,但 由 于 不 能 形成 烯 二 醇 中 间 体 ,因此 无 法 完 
成 反应 ,反而 由 于 占据 了 活性 中 心 而 抑制 酶 的 活性 。 
3. 磷酸 果糖 的 激活 
这 又 是 一 步 消耗 ATP 的 磷酸 化 反应 ,同样 需要 Mg ”,AC2' 较 大 的 负 值 使 其 为 不 可 道 反应 。 催 化 
这 一 步 反 应 的 酶 通常 为 磷酸 果糖 激酶 -1(phosphofructokinase-1,PFK-1), 有 别 于 细胞 内 同样 以 6- 磷 
酸 果糖 为 底 物 的 磷酸 果糖 激酶 -2(PFK-2),PFK-1 的 产物 为 1,6- 二 磷酸 果糖 ,而 PFK-2 的 产物 为 2,6- 
二 磷酸 果 精 。 
这 步 反 应 的 重要 性 在 于 , 它 是 整个 糖 酵 解 途 径 的 限 速 步骤 (committed step), 对 糖 酵 解 的 调控 主要 
是 通过 对 此 酶 的 调节 而 实现 的 ( 详 见 本 章 第 六 节 “ 糖 酵 解 的 调节 ”)。 在 植物 . 某 些 细菌 .上古 菌 和 少数 
原生 动物 体内 ,还 存在 一 种 依赖 焦 磷酸 的 磷酸 果糖 激酶 (pyrophosphate-dependent phosphofructokinase， 细胞 有 哪些 方法 可 
PPi-PK), 也 能 催化 6- 磷酸 果糖 转变 成 1,6- 二 磷酸 果糖 。 但 与 PFK-1 不 同 的 是 ,此 酶 用 焦 磷 酸 代替 2 和 
ATP, 且 催化 的 反应 完全 可 逆 。 另 外 , 某 些 古 菌 体内 还 有 一 种 依赖 于 ADP 的 磷酸 果糖 激酶 ,也 能 催化 1， 
6- 二 磷酸 果糖 的 形成 。 


| 6 | O 
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13 本 : | OH 古 
6-- 磷 酸 果糖 1,6- 二 磷酸 果糖 


AG2 = -14.2kJj/mol 
4. 1,6- 二 磷酸 果糖 的 裂解 


这 一 步 反 应 为 可 逆反 应 ,根据 逆反 应 , 即 醛 醇 缩合 反应 将 催化 此 反应 的 酶 命名 为 醛 缩 酶 
(aldolase)。 通 过 该 反应 ,1 分 子 六 碳 糖 裂解 成 1 分 子 磷 酸 二 凑 丙 酮 (dihydroxyacetone phosphate,DHAP) 
和 1 分 子 3- 磷酸 甘油 醛 (CAP)。 
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OH 上 O- 
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AGs = 23.8kJ/mol 


有 两 类 醛 缩 酶 (图 22_3): 第 一 类 来 源 于 古 菌 和 真 核 生 物 ,为 共 价 催化 ,在 反应 中 , 底 物 与 活性 中 心 试 设计 一 个 实验 ， 
的 赖 氨 酸 残 基 形 成 共 价 的 希 夫 (Schiff) 碱 中 间 物 ;第 二 类 主要 来 源 于 真菌 和 细菌 ,催化 反应 依赖 活性 中 。 能 党 将 这 两 种 酶 区 分 开 来 。 
心 结合 的 Znz ,为 金属 催化 。 

5. 磷酸 丙 糖 的 异 构 化 

这 是 一 步 可 逆 的 酮 糖 与 醛 糖 互 变 的 异 构 化 反应 。 严 格 地 说 , 它 并 不 直接 属于 糖 酵 解 途径 ,充其量 不 
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过 是 将 DHAP 转变 为 糖 酵 解 的 中 间 代 谢 物 3- 磷 ER 大 
酸 甘 油 醛 ,后 者 才 可 以 进入 下 一 步 反应 。 但 是 ,人 9BoR 
O 
们 已 习惯 于 将 它 视 为 第 一 阶段 的 最 后 一步 所 应 。 “人 人 一 ~ | 1 
CH 一 0 一 P 一 0 CH 一 0 一 1 一 9 
催化 该 反应 的 酶 为 磷酸 丙 糖 异 构 酶 (triose 此 沾 

phosphate isomerase,TIM), 反 应 机 制 与 第 二 步 反 磷酸 二 羟 丙 页 3- 磷 酸 甘 油 醛 


AGe2 = 7.53 kJ/mol 


应 相似 ,其 活性 中 心 的 Clu 残 基 作 为 广义 的 碱 行 
使 催化 。 虽 然 从 热力 学 的 角度 来 看 ,此 反应 并 不 利于 3- 磷酸 甘油 醛 的 形成 ,但 由 于 3- 磷酸 甘油 醛 很 
快 被 下 一 步 反 应 所 利用 ,因此 ,在 细胞 内 此 反应 仍然 能 够 顺利 进行 。 

TIM 所 具有 的 一 些 动力 学 特征 ,以 及 在 催化 中 反映 出 来 的 近乎 完美 的 表现 让 很 多 科学 家 着 迷 。 其 
极 高 的 及 wVK。 值 (2.4x 10 mo ELs) 表 明 它 是 一 个 接近 完美 的 酶 (near-perfect enzyme) (参看 第 九 章 “ 酶 
动力 学 ” )。 另 外 , 它 具 有 独特 的 防止 副 反 应 发 生 的 机 制 ( 图 22-4), 在 反应 中 形成 了 磷酸 烯 二 醇 中 间 物 ， 
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这 样 的 中 间 物 如 果 离 开 酶 分 子 , 在 溶液 中 很 容易 释放 出 磷酸 根 生 成 两 二 醛 , 而 异 构 化 成 3- 磷酸 甘油 
醛 的 机 会 并 不 多 (前 者 反应 速率 比 后 者 快 近 100 倍 )。 但 实际 上 ,在 细胞 内 形成 两 二 醛 的 可 能 性 几乎 为 
零 , 这 是 因为 当 烯 二 醇 中 间 物 形成 以 后 , 酶 的 构象 发 生变 化 ,其 分 子 上 有 一 段 由 10 个 氨基 酸 残 基 组 成 
的 环 ,就 像 一 个 盖子 ,会 堵 住 活性 中 心 ,致使 烯 二 醇 中 间 物 无 法 离开 酶 分 子 , 只 能 异 构 化 成 3- 磷酸 甘 
油 醛 。 当 3- 磷酸 甘油 醛 形 成 以 后 ,封闭 活性 中 心 的 环 消失 ,产物 得 以 释放 。 

6. 3- 磷酸 甘油 醛 的 氧化 及 磷酸 化 

这 是 第 二 阶段 的 第 一 步 反 应 ,也 是 整个 糖 酵 解 途径 中 唯一 的 一 步 氧化 还 原 反 应 ,催化 反应 的 酶 为 
3- 磷酸 甘油 醛 脱氧 酶 (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,GAPDH), 辅 酶 为 NAD+ ,产物 为 1,3- 
二 磷酸 甘油 酸 (1,3-bisphosphoglycerate,1,3-BPG) 和 NADH/H'。 在 反应 中 , 醛 基 变 成 了 羧基 ,释放 出 
来 的 能 量 一 部 分 贮存 在 1,3-BPG 的 高 能 磷酸 键 上 ,还 有 一 部 分 被 NADH 中 的 高 能 电子 带 走 。 

GAPDH 由 4 个 相同 的 亚 基 组 成 。 每 个 亚 基 有 个 活性 中 心 ,而 每 个 活性 中 心 含 有 一 个 Cys 残 基 和 

一 个 结合 的 NAD*。Cys 的 琉 基 直接 参与 催化 。 以 任意 一 个 亚 基 为 例 ( 图 22-5): 首 先 , 酶 活性 中 心 的 斑 

基 S 亲 核 进攻 底 物 3- 磷酸 甘油 醛 分 子 上 的 痰 基 C ,缩合 成 共 价 的 半 缩 硫 醛 (thiohemiacetal)。 随 后 , 半 
缩 硫 醛 被 结合 在 酶 分 子 上 的 NAD-* 氧化 成 高 能 硫 酯 键 , 同 时 NAD-* 被 还 原 为 NADH。 此 后 ,无 机 磷酸 
进攻 高 能 硫 酯 键 ,并 释放 出 另 一 种 含有 高 能 酰基 础 酸 键 的 混合 型 酸 酝 一 一 1,3- 二 磷酸 甘油 酸 。 最 后 ， 
溶液 中 的 氧化 型 NAD* 置换 出 与 活性 中 心 结 合 的 还 原型 NADH ,促使 酶 恢复 到 原来 的 状态 。 

由 此 可 见 , 整 个 酶 促 反 应 与 活性 中 心 Cys 残 基 上 的 自由 斑 基 密切 相关 ,因此 ,任何 破坏 斑 基 的 试 
剂 ,如 碘 代 乙酸 或 甲 基 素 都 是 此 酶 的 抑制 剂 (图 22-6), 同 时 也 是 糖 酵 解 的 抑制 剂 。 

虽然 GAPDH 的 每 一 个 亚 基 都 可 以 独立 地 进行 催化 ,但 是 4 个 亚 基 对 NADr 的 结合 呈现 负 协同 效 应 ， 
因此 各 个 亚 基 对 NAD* 的 亲和力 是 不 同 的 。GAPDH 对 NAD* 的 结合 具有 和 负 协同 性 ,使 其 对 [NAD* ] 变 化 
不 敏感 ,这 一 性 质 让 CAPDH 在 LNAD” ] 较 低 的 情况 下 也 能 照常 进行 催化 (参看 第 九 章 “ 酶 动力 学 ”)。 
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22-5 3- 磷酸 甘油 醛 脱氧 酶 的 作用 机 理 
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根据 酶 的 分 类 规 
则 ,来源 于 酵母 的 磷酸 甘油 变 
位 酶 应 该 属于 六 类 酶 中 的 哪 
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在 化 学 结构 和 化 学 性 质 上 , 砷 

酸 (arsenate,AsOt) 与 无 机 磷酸 极 

为 相似 ,因此 可 以 代替 无 机 态 酸 参 “NAD_ 。 SH 
加 反应 ,形成 1- 砷 酸 -3- 磋 酸 甘油 0 
酸 (1-arseno-3-phosphoglycerate)， 碘 代 乙酸 

但 这 样 的 产物 极 不 稳定 ,很 容易 自 、，， 


发 地 水 解 成 3- 磷酸 甘油 酸 并 产 热 ， 二 二 年 
无 法 进入 下 一 步 底 物 水 平 的 磷酸 化 甲 基 冬 
反应 ,但 是 , 砷 酸 并 不 抑制 糖 酵 解 ， 
反而 能 刺激 粮 酵 解 以 更 快 的 速率 进 。 侠 22-6 _ 碘 代 乙酸 和 甲 基 示 抑制 3- 砚 甘油 本 脱 所 本 活性 的 机 理 
行 。 砷 酸 的 这 种 作用 与 在 第 二 十 章 “ 生 物 氧化 " 中 提 到 的 解 偶 联 剂 机 制 类 似 。1- 砷 酸 -3- 磷酸 甘油 
酸 的 自发 水 解 ,会 导致 ATP 合成 受阻 ,影响 细胞 的 正常 代谢 ,这 也 是 砷 酸 有 毒性 的 原因 。 

7. 1,3- 二 磷酸 甘油 酸 的 底 物 水 平 磷酸 化 

这 是 一 步 底 物 水 平 的 磷酸 化 反应 一 先 合成 一 种 高 能 中 间 物 ,然后 在 一 种 转移 酶 的 催化 下 ,中 间 
物 上 的 高 能 键 被 转移 给 ADP ,形成 ATP。 这 里 的 高 能 中 间 物 是 1,3- 二 磷酸 甘油 酸 ,由 磷酸 甘油 酸 激 
酶 催化 ,需要 Mg*。 由 于 1 分 子 葡萄 糖 能 够 产生 2 分 子 1,3- 二 磷酸 甘油 酸 ,因此 这 一 步 反 应 可 合成 2 
分 子 ATP ,正好 与 第 一 阶段 投入 的 2 分 子 ATP 相抵 消 。 尽 管 这 一 步 反 应 的 Ac ' 为 较 大 的 负 值 ,但 在 
细胞 内 的 条 件 下 ,该 反应 仍然 是 可 逆 的 。 





失 活 的 酶 





g C) _ 二 
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四 人 CHOPO3- O 
CH2OPO3- 
1,3- 二 磷酸 甘油 酸 ADP 3-- 磷 酸 甘 油 酸 ATP 


AGs'=-18.5kJ/mol 


8. 3- 磷酸 甘油 酸 的 异 构 化 
这 又 是 一 步 可 逆 的 异 构 化 反应 ,由 磷酸 甘油 酸 变 位 酶 (phosphoglycerate mutase) 催化 ,也 需要 
Mg 。 经 过 这 一 步 反 应 ,甘油 酸 上 的 磷酸 基 团 从 3 号 位 变 位 到 2 号 位 。 


OA_7 二 
风 SU 
HC 一 OH 吉 1 


| 
co 二 人 
磷酸 甘油 酸 CH 一 OH 
变 位 酶 

3 一 磷酸 甘油 酸 2 磷酸 甘油 酸 

AG92 = 4.4kJ/mol 
不 同 来 源 的 磷酸 甘油 酸 变 位 酶 具有 不 同 的 催化 机 制 ,其 中 一 类 需要 微量 的 2,3- 二 磷酸 甘油 酸 
(2,3-bisphosphoglycerate,， 2,3-BPG) 作为 辅助 因子 ,并 需要 活性 中 心 的 一 个 His 残 基 , 比 如 来 源 于 酵母 
细胞 的 变 位 酶 (图 22-7); 另 一 类 则 不 需要 2,3-BPGC ,其 变 位 实际 上 是 磷酸 基 团 在 3- 磷酸 甘油 酸 分 子 

内 部 的 转移 ,比如 来 自 小 麦 麦 豚 细 胞 的 变 位 酶 。 

2,3-BPG 由 1,3-BPG 变 位 而 来 ,催化 变 位 反应 的 酶 是 1,3- 二 磷酸 甘油 酸 变 位 酶 (1,3- 
bisphosphoglycerate mutase), 该 酶 不 仅 催化 变 位 反应 ,还 具有 磷酸 酶 的 活性 ,因此 它 是 一 个 双 功 能 酶 
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og + 酶 - His 一 一 一 一 一 上 0 全 + 酶 -His 
CH 一 0 一 CH 一 0 一 人 @ 
3-- 磷 酸 甘 油 酸 
O_、 0 O O 
7 
于 和 
一 0 一 @@ + 酶 - His 一 HC 一 0 一 伟 “ 酶 -His- @@) 
CH 一 0 一 @@ CH 一 OH 
2-- 磷 酸 甘 油 酸 
总 反应 :3-- 磷 酸 甘 油 酸 2 一 磷酸 甘油 酸 








22-7 ”依赖 于 2,3- 二 磷酸 甘油 酸 的 磷酸 甘油 酸 变 位 酶 的 作用 机 理 


(bifunetional enzyme)。 磷 酸 酶 活性 将 2,3-BPG 水 解 成 3- 磷酸 甘油 酸 。 值 得 注意 的 是 ,如 果 1,3-BPC 
通过 这 种 途径 一 一 甘油 酸 二 磷酸 支 路 (BPG shunt) 转变 成 3- 磷酸 甘油 酸 ,就 跳 过 了 一 步 底 物 水 平 磷酸 
化 的 反应 ,等 于 1 分 子 葡 萄 糖 少 产生 2 分 子 ATP。 
2,3-BPG 作为 辅助 因子 的 作用 是 激活 磷酸 甘油 酸 变 位 酶 ,使 其 转变 为 具有 活性 的 磷酸 化 形式 。 
在 活性 中 心 上 的 1 个 His 残 基 接受 2,3-BPG 的 1 个 磷酸 基 团 以 后 ,磷酸 甘油 酸 变 位 酶 即 被 激活 ,随后 
按照 图 22-7 所 示 的 方式 ,催化 3- 磷酸 甘油 酸 的 变 位 反应 。 存放 较 久 的 血液 中 
体内 绝 大 多 数 细胞 内 的 2,3-BPG 浓度 很 低 ,只 有 红细胞 例外 (在 红细胞 内 约 为 4 mmolL, 相 当 于 位 代 半生 全 四 全 二 
血红 和 蛋白 的 浓度 ), 不 过 ,2,3-BPG 在 红细胞 内 的 主要 功能 是 调节 血红 蛋白 与 氧气 结合 的 能 力 ( 参 看 第 
三 章 “蛋白质 的 功能 及 其 与 结构 之 间 的 关系 ”)。 
红细胞 内 的 2,3-BPG 的 浓度 受到 负 反 馈 机 制 的 调控 。 由 于 脱氧 血红 蛋白 与 2,3-BPG 的 亲和力 
高 于 氧 合 血红 蛋白 ,因此 ,人 体 在 缺 氧 的 条 件 下 (例如 从 低 海 拔 到 高 海拔 或 心肺 功能 长 期 受 损 ), 脱 氧 血 
红 和 蛋白 的 浓度 增 大 ,游离 的 2,3-BPG 随 之 下 降 , 此 时 1,3- 二 磷酸 甘油 酸 变 位 酶 受到 的 反馈 抑制 减弱 ， 
2,3-BPG 的 合成 相应 增加 ,人 体内 2,3-BPG 的 水 平 随 之 上 升 。 
9. 2- 磷酸 甘油 酸 的 烯 醇化 
这 是 一 步 由 烯 醇化 酶 (enolase) 催化 的 反应 ,需要 Mg ”*。 烯 醇化 酶 的 作用 是 促进 甘油 酸 -2- 磷酸 
上 某 些 原子 的 重 排 ,使 能 量 富 集 到 某 一 个 化 学 键 上 ,直接 导致 高 能 分 子 PEP 的 形成 。 氟 化 物 能 够 与 
Mg 及 磷酸 基 团 形成 络 合 物 ,干扰 2- 磷酸 甘油 酸 与 烯 醇化 酶 的 结合 ,使 该 酶 的 活性 受到 抑制 。 在 测 
定 血 糖 浓度 之 前 ,在 血样 中 加 入 少量 所 化 钠 以 阻止 糖 酵 解 ,这 样 可 使 测定 的 结果 更 准确 。 


到 H.O 友 
C O 2 G @ 
Et 四 fo- 
HO 一 CH， OA 烯 醇化 酶 CH， O 
2-- 磷 酸 甘油 酸 六 二 和 


AG? = 7.5kJ/mol 


10.， 磷酸 烯 醇 式 丙 酮 酸 的 底 物 水 平 磷酸 化 
这 是 糖 酵 解 的 最 后 一 步 反 应 ,也 是 第 二 步 底 物 水 平 的 磷酸 化 反应 和 第 三 步 不 可 逆反 应 ,由 丙酮 酸 如 果糖 酵 解 的 第 六 
激酶 催化 ,需要 Me 和 K+*。 通 过 此 步 反应 ,PEP 中 的 高 能 磷酸 键 转 移 给 ADP, 糖 酵 解 终于 有 了 净 的 ”此 反 应 用 砷 酸 代 营 磁 酸 , 那 1 


分 子 葡萄 糖 经 过 糖 酝 解 可 以 
ATP 合成 。 如 果 以 1 分 子 葡萄 糖 作 为 起 始 物质 ,到 这 一 步 反 应 结束 ,就 可 以 净 合 成 2 分 子 ATP。 产生 多 少 分 子 的 ATP ? 
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第 三 节 NADH 和 办 酮 酸 的 命运 


糖 酵 解 的 终 产 物 包括 ATP 丙酮 酸 和 NADH, 产 生 的 ATP 可 直接 参与 细胞 内 的 各 种 需 能 反应 ,至 
于 丙酮 酸 和 NADH 的 去 向 ,完全 取决 于 细胞 的 类 型 和 细胞 内 氧气 的 可 得 性 。 


一 、 在 有 氧 状态 下 NADH 和 丙酮 酸 的 命运 

(一 ) NADH 的 命运 

在 有 氧 状 态 下 ,NADH 在 呼吸 链 被 彻底 氧化 成 HO 并 产生 更 多 的 ATP。 对 于 原核 细胞 ,NADH 很 
容易 进入 位 于 质 膜 上 的 呼吸 链 ,从 而 被 氧化 成 NAD'*,NAD-* 得 以 再 生 并 重新 进入 糖 酵 解 。 但 对 于 真 核 
细胞 来 说 , 糖 酵 解 发 生 在 细胞 质 基质 ,呼吸 链 则 位 于 线粒体 内 膜 , 糖 酵 解 产生 的 NADH 是 如 何 进入 线 
粒 体内 膜 上 的 呼吸 链 呢 ? NADH 很 容易 直接 通过 通 透 性 较 好 的 外 膜 , 但 要 通过 线粒体 内 膜 就 必须 借 
助 于 内 膜 上 专门 的 穿梭 系统 (shuttle system)。 

线粒体 内 膜 上 含有 3- 磷酸 甘油 穿梭 系统 (glycerol-3-phosphate shuttle system) 和 苹果 酸 - 天 冬 
氨 酸 穿梭 系统 (malate-asparate shuttle system)。 它 们 在 线粒体 内 膜 上 的 相对 比例 因 细 胞 种 类 而 不 同 ， 
例如 脑 细胞 中 主要 是 第 一 种 , 肝 细 胞 中 主要 是 第 二 种 。 

3- 磷酸 甘油 穿梭 系统 相对 简单 :首先 ,细胞 质 基质 中 的 3- 磷酸 甘油 脱氧 酶 将 糖 酵 解 产生 的 
NADH 氧化 成 NAD+ ,同时 将 磷酸 二 羟 丙 酮 还 原 成 3- 磷酸 甘油 。 随 后 ,3- 磷酸 甘油 离开 细胞 质 基 质 ， 
进入 线粒体 ,被 内 膜 上 的 3- 磷酸 甘油 脱 氢 酶 重新 氧化 成 磷酸 二 凑 丙 酮 。 磷 酸 二 羟 两 酮 重新 进入 细胞 
质 基质 , 脱 下 来 的 氧 和 电子 交 给 FAD 后 ,再 通过 CoQ 进入 呼吸 链 进一步 氧化 (图 22-8)。 经 过 氧化 磷 
酸化 ,原来 的 1 分 子 NADH 只 能 产生 1.5 分 子 的 ATP ,损失 了 1 分 子 ATP。 

苹果 酸 - 天 冬 氮 酸 穿梭 系统 比较 复杂 (图 22-9)。 与 第 一 种 穿梭 系统 不 同 的 是 ,经 苹果 酸 - 天 冬 
氨 酸 的 穿梭 , 糖 醇 解 产生 的 NADH 变 成 了 线粒体 基质 内 的 NADH, 再 经 过 复合 体 I 进 入 呼吸 链 被 彻底 
氧化 。 最 后 通过 氧化 磷酸 化 ,1 分 子 NADH 仍然 可 以 产生 2.5 分 子 的 ATP ,并 无 ATP 的 损失 。 

(二 ) 丙酮 酸 的 命运 

在 有 氧 状态 下 ,丙酮 酸 通过 线粒体 内 膜 上 的 丙酮 酸 转 运 蛋白 (pyruvate transporter), 与 质子 一 起 
进入 线粒体 基质 ,被 基质 内 的 丙酮 酸 脱氧 酶 系 (pyruvate dehydrogenase complex) 氧化 成 乙酰 -CoA。 

1. 丙酮 酸 脱 氢 酶 系 的 结构 与 组 成 

丙酮 酸 脱 氢 酶 系 是 由 丙酮 酸 脱 氧 酶 (E,) 二 氧 硫 辛酸 转 乙 酰 酶 (dihydrolipoyl transacetylase,E,) 和 
二 氧 硫 辛酸 脱氧 酶 (dihydrolipoyl dehydrogenase,E:) 通过 非 共 价 键 结合 在 一 起 的 稳定 复合 物 。 这 三 种 
酶 在 复合 体 中 的 数目 和 各 自 的 辅助 因子 等 参看 表 22-2。 
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上 表 22-2 丙酮 酸 脱 氢 酶 系 的 结构 和 组 成 
亚 基 数目 维生素 “辅助 因 
缩写 人 (个 数 ) 前 体 。 子 类 型 催化 的 反应 
E， 丙酮 酸 脱 氢 酶 大 肠 杆 菌 24、 酵 母 60 .哺乳 动 物 B， 辅 基 ”丙酮 酸 
20 或 30 氧化 脱羧 
FE， ”二 氢 硫 辛酸 转 乙 酰 “大肠 杆菌 24、 酵 母 60、 哺 乳 动物 “” 硫 辛 酰胺 。” 硫 辛酸 辅 基 “将 乙酰 基 转 移 到 
酶 60 CoA 泛酸 辅酶 CoA 
FE， ”二 氧 硫 辛 酸 脱氧 酶 ”大肠 杆菌 12 酵母 12 哺乳 动物 6 ”FAD B， 辅 基 “氧化 型 硫 辛 胺 的 
NAD- PP 辅酶 再生 


303 


《22/ 


304 


2. 丙酮 酸 的 氧化 脱羧 
丙酮 酸 转变 成 乙酰 -CoA 的 反应 可 分 为 4 个 阶段 (图 22-10): 





NAD 
入 
际 NADH+HT 
CO， CH -二 TPP FAD 
羟 乙 基 TPP 
和 二 氧 硫 辛酸 7 
站 转 乙 酰 栈 HS N 
相 加 (E2?) 
cH 一 c 一 G_ 8 f 
丙酮 酸 9 0 CH; 一 C 一 S 一 CoA 
HS 乙酰 -CoA 
CoA 
乙酰 二 氧 硫 辛 酰胺 
冉 22-10 丙酮 酸 转 变 成 乙 本 -CoA 的 四 步 反 应 
0G) 两 坪 酸 的 脱羧 ”由 E, 催化 ,需要 焦 磅 酸 硫 。 ，，、 
胺 素 (TPP) 参 与 反应 。TPP 的 作用 是 作为 碳 负离子 一 《 。 TPP 碳 负离子 -Bi 
去 亲 核 进攻 丙酮 酸 的 痰 基 碳 , 诱 发 脱羧 基 反 应 , 形 ”RNSEYS B HIC R 
成 羟 乙 基 TPP( 图 22_11)。 TPP.E， ja 人 
色 R 一 NAN\__S .E， 
C) 碳 单位 的 转移 和 氧化 由 也 催化 , 硫 辛 酰 + 旱 
胺 作为 辅 基 。 在 忆 的 催化 下 ,氧化 型 硫 辛 酰胺 上 0 一人 人 H 一 0 一 2 一 CH 
四 、 人 羟 乙 基 TPP. Ei 
的 二 硫 键 被 还 原 ,TPP 上 的 羟 乙 基 则 被 氧化 成 乙醚 两 贾 酸 ， 
基 , 并 被 转移 到 硫 辛 酰胺 的 硫 原子 上 形成 高 能 硫 酯 eu 
键 ,同时 TPP 得 以 再 生 。 HiC R/ 
(3) 碳 单位 的 再 次 转移 “仍然 由 忆 催化 ,但 需 人 
R 一 : Ei 
要 CoA 参与 反应 。 在 E, 的 催化 下 ,乙酰 基 从 硫 辛 2 寺 
酰胺 上 的 硫 原 子 转移 到 CoA 分 子 的 琉 基 上 ,产生 高 0 
能 分 子 乙 酰 -CoA ,而 原来 的 氧化 型 硫 辛 酰胺 变 成 3 
还 原型 硫 辛 酰胺 四 2- 11 丙丁 酸 脱氧 酶 的 催化 机 理 


(4) 氧化 型 硫 辛 酰胺 的 再 生 ”由 也 催化 ,需要 FAD 和 NAD+* 作为 辅助 因子 。 硫 辛 酰胺 通过 和 柔 长 
的 碳 氢 链 系 在 E, 分 子 上 (参看 第 十 四 章 "维生素 与 辅酶 " ), 因 此 它 很 容易 在 E 和 E 活性 中 心 之 间 进 
行 转移 。 当 还 原型 硫 辛 酰胺 进入 E; 的 活性 中 心 以 后 ,随即 被 氧化 ,与 E 紧密 结合 的 FAD 先 被 还 原 成 
FADH.,, 再 被 NAD* 氧化 成 FAD ,NAD* 则 最 终 被 还 原 成 NADH。 

氧化 型 硫 辛 酰胺 的 再 生 对 于 丙酮 酸 脱 氢 酶 系 





的 持续 运转 十 分 重要 , 磺 霸 的 主要 成 分 亚 砷 酸 能 与 国 辽 一 i 要 志 
还 原型 的 硫 辛 酰胺 形成 共 价 的 复合 物 ,从 而 阻止 氧 of as \ 
化 型 硫 辛 酰胺 的 再 生 ( 图 22-12), 这 必然 会 导致 整 亚 砷 酸 硫 辛 酰胺 R 共 价 复合 物 


个 酶 系 的 失 活 。 实 际 上 ,在 三 羧 酸 循环 中 也 有 一步“ 图 22-12 而 寡 的 毒 ltt 理 
类 似 的 反应 (由 w- 酮 戊 二 酸 脱 氧 酶 系 催 化 , 详 见 
第 二 十 三 章 “三 羧 酸 循环 ”), 因 此 ,在 细胞 内 , 亚 砷 酸 不 仅 能 抑制 丙酮 酸 转 变 成 乙酰 -CoA ,还 能 抑制 三 


羧 酸 循环 ,可 见 其 对 细胞 的 毒性 之 大 。 





ji 





二 、 在 缺 氧 或 无 氧 状 态 下 NADH 和 丙酮 酸 的 命运 

细胞 在 缺 氧 或 无 毛 的 状态 下 ,NADH 与 丙酮 酸 的 命运 是 相互 关联 的 。 虽 然 不 同 的 生物 所 采取 的 
手段 不 一 定 相 同 , 但 是 目的 完全 一 致 ,都 是 为 了 保证 氧化 型 辅酶 I 即 NAD- 的 再 生 。 细 胞 质 基 质 内 辅 
酶 工 的 量 是 一 定 的 ,如 果 没 有 特殊 的 机 制 让 NADH 重新 转变 成 NAD-* ,那么 , 随 着 糖 酵 解 的 进行 ,一 定 
时 间 以 后 ,细胞 质 基质 内 的 辅酶 I 都 变 成 了 还 原型 , 糖 酵 解 将 会 因 NAD- 的 枯竭 而 自动 停止 ,这 必然 导 
致 灾难 性 的 后 果 。 





在 缺 氧 或 无 氧 的 条 件 
0 再 本 酸 下 ,最 常见 的 再 生 NAD; 
5 脱 送 酶 CO。 ,最 常见 NAD- 的 两 
有 氧 代谢 NA 种 方法 是 乳酸 发 酵 和 乙醇 发 
和 本 联 押 村 人 > 。 。 醇 ( 图 22-13)。 此 外 ,在 一 些 
ia 微生物 体内 ,还 有 -一些 不 党 
基质 NADH+ 也 见 的 再 生 方式 。 这 些 方式 不 
两 醋酸 1 乙醇 脱 氢 本 ee 
上 L- 乳 酸 本 但 解决 了 NAD+ 再 生 的 问题 ， 
2 CoA (乳酸 发 酵 ) NAD 
Re 丙酮 酸 而 且 经 常 被 人 类 应 用 于 食品 
辛酸 个、 脱 氢 酶 系 | 、 
ee 二 全 放 工业 。 例 如 ,乳酸 发 酬 用 于 
制作 酸奶 和 泡菜 等 ,乙醇 发 
乙酰 -CoA 
酵 用 于 酿酒 制作 面包 等 ,再 
进一步 氧化 酸 发 酵 用 于 制作 奶 酷 。 
(一 ) 乳酸 发 酵 
图 22-13 两 卫 下 的 代谢 去 向 对 于 乳酸 杆菌 和 其 他 一 


些微 生物 来 说 ,再 生 NAD- 的 方法 是 使 用 丙酮 酸 作为 氧化 剂 ,在 乳酸 脱氧 酶 的 催化 下 ,将 NADH 重新 
氧化 成 NAD" ,而 丙酮 酸 则 被 还 原 成 乳酸 。 

当 高 等 动物 的 细胞 出 现 氧 债 (oxygen debtb) 的 情况 下 (例如 肌肉 剧烈 运动 ), 由 于 糖 酵 解 产生 的 
NADH 来 不 及 通过 线粒体 内 膜 上 的 穿梭 系统 重新 转变 成 NAD`, 这 时 体内 也 能 发 生 乳 酸 发 酵 ,但 产生 
的 乳酸 需要 被 运输 到 肝 细胞 才 可 以 重新 被 氧化 成 丙酮 酸 。 而 哺乳 动物 成 熟 的 红细胞 缺乏 线粒体 , 因 
而 每 时 每 刻 都 在 通过 乳酸 发 酵 再 生 NAD"。 

(二 ) 乙醇 发 酵 

这 种 再 生 NAD- 的 方式 也 主要 发 生 在 许多 微生物 体内 ,如 酿酒 酵母 等 。 具 体 过 程 :首先 ,在 依赖 于 
TPP 的 丙酮 酸 脱羧 酶 (pyruvate decarboxylase) 催化 下 ,丙酮 酸 脱 羧 变 成 乙 醛 。 然 后 , 乙 醛 在 乙醇 脱氧 酶 


框 22-1 生化 趣事 一 一 不 喝酒 也 醉酒 的 秘密 

想象 一 下 , 吃 了 一 硫 面 条 或 一 包 薯 片 后 ,你 竟然 醉 了 。 真 可 谓 酒 不 醉人 人 自 酬 也 ! 

这 样 的 事情 你 相信 吗 ? 但 这 正 是 二 战 结束 后 ,驻扎 在 东京 的 美国 大 兵 Chades Swaar 经 常 发 生 的 事情 ， 
虽然 他 一 滴 酒 也 没有 沾 过 ,但 会 完全 进入 醉酒 的 状态 。 在 接 下 来 的 20 年 里 ,Swaart 不 断 地 处 在 难以 解释 的 
醉酒 状态 。 每 一 次 醉酒 都 会 给 他 的 肝 带 来 损害 ,年 复 一 年 ,问题 变 得 越 来 越 严 重 。 但 巧合 的 是 ,在 1964 年 ， 
Swaart 听 说 有 一 个 日 本 人 , 跟 他 有 相同 的 遭遇 。25 年 后 ,一 个 内 科 医 生 终于 诊断 出 了 其 中 的 病因 。 原 来 ， 
在 他 们 的 肠 道里 ,生活 着 一 种 突变 的 白色 念珠 菌 ,这 些 突变 的 酵母 细胞 利用 摄 和 的 糖 类 作为 原料 ,来 制造 忆 
醇 。 这 些 酵 母 细胞 中 的 代谢 途径 是 糖 酵 解 和 酒精 发 酵 。 于 是 ,在 医生 的 建议 下 ,Swaart 开始 尝试 服用 几 种 
抗生素 来 治疗 。 直 到 | 1975 年 ,在 他 肠 道内 的 所 有 突变 酵母 细胞 都 被 杀 死 以 后 ,他 的 生活 才 终 于 恢复 正常 。 

为 什么 医生 找到 病因 那么 难 呢 ? 原因 可 能 是 , 非 发 酵 的 白色 念珠 菌 是 人 肠 道 里 的 常客 ,一般 是 想 不 
到 从 肠 道 中 去 寻找 能 够 产生 乙醇 的 突变 株 的 。 那 么 这 种 突变 株 是 怎么 产生 的 呢 ? 很 有 可 能 是 广岛 和 长 崎 
爆炸 的 原子 弹 引 起 核 辐射 造成 的 。 


ea- We -er ge as ne 
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(2 


如 果 进 入 糖 酝 解 的 
葡萄 糖 是 来 自 糖 原 的 磷酸 解 ， 
那么 一 分 子 葡萄 糖 可 产生 多 
少 ATP? 
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的 催化 下 ,被 还 原 成 乙醇 ,与 此 同时 ,NADH 被 氧化 成 NAD'*。 人 体 虽 有 乙醇 脱氧 酶 ,但 无 丙酮 酸 脱羧 酶 ， 
因此 人 体 不 能 进行 乙醇 发 酵 ,只 能 分 解 乙醇 。 

(三 ) 其 他 形式 的 发 酵 

除了 乳酸 发 酵 和 乙醇 发 酵 以 外 ,有 些微 生物 还 可 以 使 用 其 他 方式 再 生 NAD`。 例 如 ,一 些 细菌 可 
进行 两 酸 发 酵 ,即将 丙酮 酸 还 原 成 两 酸 ; 再 如 ,还 有 一 些 细菌 进行 了 二 醇 (butylene gycol) 发 酵 而 引起 
食物 腐败 。 然 而 ,无 论 是 哪 一 种 形式 的 发 酵 ,实质 上 都 是 用 NADH 里 面 的 电子 去 还 原 特 定 的 有 机 分 子 。 


第 四 节 ”其 他 物质 进入 糖 醇 解 


前 面 是 以 葡萄 糖 作为 起 始 物质 来 
描述 糖 酵 解 的 ,实际 上 ,细胞 内 还 有 一 UDP- 半 乳 糖 一 1- 磷酸 半 屯 精 
些 物 质 也 可 以 直接 或 间接 进入 糖 酵 解 葡萄 精 UDP- 葡萄 糖 。 半 乳 粮 
(图 22-14), 下 面 就 选择 其 中 的 几 种 重 甘露 粮 本 一 1_ 磷酸 葡 糖 
要 物质 作 简 单 介 绍 。 
(CD 糖 原 “ 糖 原 的 组 成 单位 是 葡 。 5 础 下 吉村 下 一旦 
萄 糖 ,其 中 的 葡萄 糖 单位 主要 经 糖 原 6 了 确 酸 采 箱 ”3 克 酸 半 油 一 “ 半 久 
磷酸 化 酶 a 的 催化 ,被 磷酸 解 成 1- 磷 磷酸 二 羟 丙 酮 一 1- 磷酸 果糖 一 -果糖 


酸 葡 糖 ,1- 磷酸 葡 糖 经 磷酸 葡 糖 变 位 
酶 的 催化 ,转变 为 6- 磷酸 葡 糖 而 进入 
糖 酵 解 。 在 催化 机 制 上 ,磷酸 葡 糖 变 
位 酶 与 糖 酵 解 中 的 磷酸 甘油 酸 变 位 本 
相似 (图 22-15), 但 磷酸 化 的 氨基 酸 残 | 油 酸 和 
基 是 Ser, 而 不 是 His。 PEP PEP 

(2) 果糖 ”果糖 可 通过 两 种 方式 进 
入 糖 酵 解 ,第 一 种 是 在 己 糖 激酶 的 催化 
下 (主要 发 生 在 肌 细胞 和 肾 细 胞 ) 形成 22-14 ”甘油 和 其 他 单 糖 进入 糖 酵 解 的 途径 
6- 磷酸 果糖 而 进入 ;第 二 种 是 在 果糖 激酶 的 催化 下 (主要 发 生 在 肝 细 胞 ), 转 变 为 1- 磷酸 果糖 ,1- 磷酸 
果糖 在 1- 磷酸 果糖 醛 缩 酶 ( 醛 缩 酶 B) 催 化 下 裂解 为 磷酸 二 产 丙 酮 和 D- 甘油 醛 ,前 者 经 异 构 化 变 成 3- 
磷酸 甘油 醛 而 进入 糖 酵 解 ,后 者 在 丙 糖 激酶 (tiose kinase) 的 催化 下 ,形成 3- 磷酸 甘油 醛 而 进入 糖 酵 解 。 

G3) 甘露 糖 ”甘露 糖 进入 糖 酵 解 的 方法 比较 简单 ,先是 在 已 糖 激酶 的 催化 下 转变 成 6- 磷酸 甘露 


3- 磷酸 甘油 醛 ”3- 磷酸 甘油 醛 一 甘油 醛 
1,3- 二 磷酸 甘油 酸 1,3- 二 磷酸 甘油 酸 
3- 磷酸 甘油 酸 3- 磷酸 甘油 酸 





也 OH 五 OH 也 OH 


22-15 ”磷酸 葡 糖 变 位 酶 的 催化 机 制 





糖 ,随后 ,在 磷酸 甘露 糖 异 构 酶 的 催化 下 ,6- 磷酸 甘露 糖 异 构成 6- 磷酸 果糖 而 进入 糖 酵 解 。 

(4) 甘油 “甘油 虽 不 属于 糖 ,但 在 细胞 内 也 可 以 进入 糖 酵 解 。 先 是 在 甘油 激酶 (glycerol kinase) 的 
催化 下 转变 为 3- 磷酸 甘油 ,然后 在 磷酸 甘油 脱氧 酶 (glycerol phosphate dehydrogenase) 催化 下 ,进一步 
转变 为 DHAP,DHAP 经 过 磷酸 丙 糖 异 构 酶 的 催化 而 进入 糖 酵 解 。 

以 上 几 种 物质 很 容易 进入 糖 酵 解 进行 氧化 分 解 ,但 与 葡萄 糖 .果糖 和 甘露 糖 同属 于 已 糖 的 半 乳 糖 
要 进入 糖 酵 解 , 却 很 复杂 ,需要 通过 一 种 很 特殊 的 代谢 途径 一 一 Leloir 途径 (Leloir pathway) 才 能 进入 。 





第 五 节 ” 糖 酵 解 的 生理 功能 


作为 最 古老 的 代谢 途径 , 糖 酵 解 几乎 存在 于 所 有 的 细胞 , 它 对 于 维持 细胞 的 正常 功能 是 必 不 可 少 

的 ,其 主要 的 生理 功能 有 以 下 几 点 : 
) 产生 能 量 货币 ATP ”虽然 糖 酵 解 生成 ATP 的 效率 远 远 低 于 糖 的 有 氧 代谢 ,但 是 对 于 很 多 细胞 
es ,甚至 是 唯一 合成 ATP 的 手段 。 例 如 , 厌 氧 生物 .无 氧 状态 下 的 兼 性 生物 (facultative 
organism) 和 哺乳 动物 成 熟 的 红细胞 ,它们 都 以 糖 酵 解 作为 产生 ATP 的 唯一 途径 。 而 体内 的 某 些 组 织 ， 


在 缺 氧 的 情况 下 (如 肌肉 组 织 ), 或 者 因 线粒体 的 数目 有 限 ( 如 视网膜 和 举 丸 组 织 等), 会 以 糖 酵 解 
作为 合成 ATP 的 主要 途径 。 
RE C) 为 细胞 内 其 他 物质 的 合成 提供 原料 “ 糖 栈 解 的 许 


多 中 间 物 可 以 离开 糖 酵 解 ,作为 细胞 合成 其 他 物质 的 前 体 
(图 22-16)。 例 如 ,丙酮 酸 可 直接 为 合成 Ala 提供 碳 骨 哥 
(参看 第 三 十 一 章 “ 氢 基 酸 代谢 ”),DHAP 可 作为 合成 甘油 


磷酸 戊 粮 途径 一 核 并 酸 
6- 磷酸 葡 糖 -一 人 磷酸 葡 精 一 糖 原 


6- 磷酸 果糖 一 氨基 糖 一 ' 灶 脂 、 糖 蛋白 


1.6- 二 入 酸 果 类 
| 磷酸 二 产 两 酮 - 顾 确 酸 甘油 
3- 磷酸 甘油 醋 


1,3- 二 磷酸 甘油 酸 一 "2,3- 二 磷酸 甘油 酸 
3- 磷酸 甘油 酸 一 / 些 氨 酸 
2- 磷酸 甘油 酸 
PEP 一 ' 劳 香 族 氨基 酸 


的 原料 (参看 第 二 十 八 章 “ 脂 肪 、 磷 脂 和 糖 脂 的 代谢 ”), 而 
1,3-BPG 是 2,3-BPC 的 直接 前 体 ,6- 磷酸 葡 糖 则 是 糖 原 
合成 的 前 体 ( 详 见 第 二 十 七 章 “ 糖 原 代谢 ”)。 

G) 肿瘤 与 糖 酵 解 ”体内 肿瘤 细胞 的 生长 和 分 裂 速 
率 极 快 ,对 氧气 的 需要 通常 会 超过 血管 的 供 氧 能 力 。 随 
着 肿瘤 的 生长 ,肿瘤 细胞 获取 氧气 的 能 力 减 弱 , 便 会 处 于 
缺 氧 (hypoxia) 的 状态 。 在 这 种 状态 下 , 糖 醇 解 成 为 细胞 
获得 ATP 的 主要 来 源 。 此 时 ,一 种 受 缺 氧 诱导 的 转录 因 


we 罗 as 也 (Epoadia inducible transcription 名 ctor HIF-T) 补 激活 ,并 
进入 细胞 核 ,与 DNA 上 的 缺 氧 应 答 元 件 (hypoxia response 

图 22-16 糖 于 解 某 些 中 间 物 的 代谢 流向 element) 结合 ,从 而 诱导 绝 大 多 数 参与 糖 醇 解 的 酶 和 参与 
殴 萄 糖 跨 膜 转运 的 CLUTI 、GLUT2 的 表达 ,这 就 通过 “量变 " 的 方式 大 大 提高 了 粮 醇 解 的 速率 ,从 而 


满足 肿瘤 细胞 对 ATP 的 需要 。 肿 瘤 细 胞 这 种 对 缺 氧 环境 的 适应 能 力 ,使 之 能 够 生存 下 来 一 直到 新 血 
管 的 增生 。 事 实 上 ,HIF-1 还 可 以 同时 诱导 促进 新 血管 生长 的 血管 内 皮 生 长 因子 (vasular endothelial 
growth factor,VEGF) 的 表达 。 

(4) 糖 酵 解 途径 中 少数 酶 的 兼职 功能 “在 第 三 章 有 关 和 蛋白 质 功 能 的 描述 中 ,已 介绍 了 兼职 蛋白 的 
概念 并 列举 了 许多 重要 的 例子 ,其 中 就 提 到 了 几 种 与 糖 酵 解 有 关 的 酶 , 如 磷酸 已 糖 异 构 酶 可 兼作 神经 
白介素 和 自分 刻 运 动因 子 ,3- 磷酸 甘油 醛 脱氧 酶 可 在 细胞 核 中 兼作 尿 喀 啶 -DNA 糖苷 酶 ,参与 DNA 
的 碱 基 切除 修复 (参看 第 三 章 “ 和 蛋白 质 的 功能 及 其 与 结构 之 间 的 关系 ” )。 事 实 上 ,还 有 一 些 与 糖 酵 解 
酶 有 关 的 兼职 蛋白 ,如 己 糖 激酶 芽 和 烯 醇化 酶 等 。 

糖 酵 解 作为 一 条 维持 细胞 基本 活动 必需 的 代谢 途径 ,在 完成 它 的 “本 职工 作 ” 之 外 ,竟然 有 近 一 半 
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的 酶 能 够 去 “兼职 ”, 即 离开 糖 酵 解 途径 ,去 行使 其 他 功能 。 这 说 明 随 着 生物 的 进化 ,一 些 基 因 的 编码 
能 力 得 到 加 强 ,“ 旧 基因 ”和 “ 老 蛋 白 ” 完 全 能 够 控 气 出 新 功能 ,生物 的 每 一 项 新 功能 不 一 定 要 通过 产 
生 新 的 基因 来 实现 。 这 同时 也 提醒 每 一 位 从 事 生命 科学 研究 的 人 ,那些 看 起 来 似乎 已 经 研究 透 的 内 
容 照样 也 能 带 来 新 的 发 现 和 惊喜 ! 


第 六 节 ，” 糖 酵 解 的 调节 


细胞 内 的 任何 代谢 途径 都 是 受到 严格 调控 的 , 糖 酵 解 也 不 例外 。 除 了 控制 底 物 , 即 葡萄 糖 的 可 得 
性 以 外 ,机 体 主 要 通过 调节 几 个 关键 限 速 酶 的 活性 来 控制 糖 酵 解 。 那 么 糖 酵 解 有 哪儿 步 反 应 是 由 限 
速 酶 催化 的 呢 ? 糖 酵 解 共有 10 步 反应 ,只 有 3 步 反 应 为 不 可 道 反应 (分 别 为 第 一 步 ,第 三 步 和 最 后 一 
步 ), 其 余 7 步 反 应 都 是 可 逆反 应 。 可 逆反 应 为 糖 酵 解 和 糖 异 生 共 有 ,只 不 过 反应 方向 相反 。 显 然 , 细 
胞 不 会 选择 7 步 可 道 反 应 作为 调控 位 点 , 若 这 7 步 可 道 反应 受到 抑制 或 者 激活 , 那 糖 酵 解 和 糖 异 生 也 
就 同时 受到 抑制 或 激活 ,这样 的 结果 显然 是 不 合适 的 。 既 然 糖 酵 解 和 糖 异 生 分 别 属 于 糖 的 分 解 代谢 
和 合成 代谢 ,那么 最 好 的 调控 策略 应 该 是 在 糖 酵 解 活跃 的 时 候 , 糖 异 生 恰好 被 抑制 ,反之 亦 然 。 由 此 
看 来 , 糖 酵 解 的 限 速 酶 就 是 催化 那 三 步 不 可 逆反 应 的 酶 , 即 己 糖 激酶 (包括 葡萄 糖 激酶 人 PFK-1 和 丙酮 
酸 激酶 ,其 中 PFK-1 是 糖 酵 解 最 重要 的 调节 位 点 。 那 么 ,为 什么 机 体 偏偏 选择 第 三 步 反 应 作为 糖 酵 解 
最 重要 的 调节 位 点 呢 ? 这 是 因为 ,第 一 步 反 应 同时 也 是 糖 代谢 另外 一 条 途径 一 一 奉 酸 戊 糖 途径 的 第 
一 步 反 应 ( 详 见 第 二 十 四 章 “磷酸 戊 糖 途径 ”), 而 由 丙酮 酸 激酶 催化 的 反应 位 置 太 靠 后 ,只 有 第 三 步 反 
应 作为 最 重要 的 调节 位 点 最 合适 。 下 面 就 主要 以 高 等 动物 体 为 例 , 分 别 介绍 葡萄 糖 的 可 得 性 对 糖 酵 
解 的 调节 以 及 各 限 速 酶 活性 的 调节 机 制 。 


一 、 葡 萄 糖 的 可 得 性 

葡萄 糖 是 糖 酵 解 的 起 始 底 物 , 其 水 平 高 低 将 直接 影响 到 糖 酵 解 的 活性 。 葡 萄 糖 的 可 得 性 受 细胞 
膜 上 的 GLUT 调节 。 迄 今 为 止 , 已 发 现 十 多 种 不 同 的 CLUT, 它 们 存在 于 不 同类 型 的 细胞 膜 上 (参看 第 
二 十 一 章 “生物 大 分 子 的 消化 和 吸收 ” 中 的 科学 故事 )。 不 同 的 GLUT 对 葡萄 糖 的 亲和力 不 同 ,这 里 可 
以 借用 天 ,来 表示 GLUT 对 葡萄 糖 的 亲和力 。 显 然 , 葡 萄 糖 进入 细胞 的 速率 一 方面 取决 于 GLUT 的 类 型 ， 
另 一 方面 还 取决 于 GLUT 的 数目 。 血 糖 的 平均 浓度 约 S mmol/L ,但 饱餐 后 ,可 达到 12 mmolL。 几 乎 
所 有 的 细胞 都 含有 一 种 共同 的 GLUT, 其 对 葡萄 糖 的 K, 约 为 1 mmol/L, 低 于 血糖 的 平均 浓度 。 因 此 ， 
大 多 数 细胞 摄 和 葡萄糖 的 速率 相对 恒定 ,并 不 受 血 糖 浓度 波动 的 影响 。 

然而 , 肝 细胞 和 胰腺 B 细胞 含有 一 种 特别 的 GLUT, 其 及, 高 达 15~20 mmolyL。 因 此 ,这 两 种 细胞 
摄 和 葡萄糖 的 速率 与 血糖 浓度 成 正比 。 这 对 于 肝 细 胞 和 胰腺 B 细胞 的 生理 功能 是 极为 重要 的 ,一方 
面 使 胰腺 B 细胞 能 直接 监测 出 血糖 水 平 , 以 此 来 调节 胰岛 素 的 分 泌 , 另 一 方面 ,也 保证 了 在 人 体 血糖 
高 的 情况 下 , 肝 细 胞 能 快速 摄 人 葡萄 糖 , 以 将 其 转变 成 糖 原 贮备 起 来 ,在 饥 俄 的 时 候 ,再 将 葡萄 糖 转运 
给 其 他 组 织 ,特别 是 脑 细胞 。 

肌肉 细胞 和 脂肪 细胞 表达 第 三 类 CLUT, 主要 是 CLUT4 ,其 对 葡萄 糖 的 玉 , 约 为 5 mmolL。 与 其 他 
GLUT 不 同 的 是 ,GLUT4 在 膜 上 的 数目 受到 胰岛 素 的 快速 调节 (参看 第 十 七 章 "激素 及 其 受 体 介 导 的 
信和 号 转 导 ”)。 胰 岛 素 的 分 泌 能 促进 它们 从 胞 内 的 小 泡 膜 移 位 到 细胞 膜 上 ,使 肌肉 细胞 和 脂肪 细胞 在 
血糖 偏 高 的 情况 下 ,能 吸收 更 多 的 葡萄 糖 ,并 分 别 将 其 转化 成 肌 糖 原 和 脂肪 贮存 起 来 。 


二 、 己 糖 激酶 和 葡萄 糖 激酶 的 调节 
调节 己 糖 激酶 活性 的 主要 方式 是 反应 产物 即 6- 磷酸 己 糖 对 它 的 反馈 抑制 。 当 糖 酵 解 在 其 他 位 


点 (主要 是 第 三 步 反 应 ) 受 到 抑制 的 时 候 ,6- 磷酸 已 糖 的 利用 受阻 ,导致 它 在 细胞 内 堆积 ,多 余 的 6- 磷 
酸 己 糖 作为 反馈 抑制 剂 能 进一步 减弱 糖 酵 解 作用 。 

与 己 糖 激酶 不 同 的 是 ,葡萄 糖 激酶 并 不 受到 6- 磷酸 己 糖 的 抑制 ,但 作为 一 种 诱导 酶 ,葡萄 糖 激酶 
在 肝 细胞 内 的 浓度 受到 胰岛 素 的 控制 。 饱 餐 以 后 ,体内 的 血糖 浓度 又 升 ,这 时 胰岛 素 的 分 记 量 增多 。 
胰岛 素 一 方面 能 诱导 肝 细 胞 膜 上 GLUT 的 表达 ,使 血液 中 大 量 的 葡萄 糖分 子 进入 肝 细胞 (降低 血糖 浓 
度 ); 另 一 方面 还 能 诱导 葡萄糖 激 酶 基因 的 表达 ,使 大 量 涌 和 肝 细 胞 的 葡萄 糖 能 够 迅速 被 磷酸 化 为 6- 
磷酸 葡 糖 。 形 成 的 6- 磷酸 葡 糖 绝 大 多 数 并 不 进入 糖 酵 解 ,而 是 用 来 合成 糖 原 , 以 便 将 细胞 内 多 余 的 
燃料 及 时 贮存 起 来 。 由 此 可 见 , 葡 萄 糖 激 酶 不 受 6- 磷酸 已 糖 的 反馈 抑制 ,其 作用 在 于 帮助 机 体 在 葡 
萄 糖 充裕 的 情况 下 ,及 时 将 它们 贮存 起 来 ,以 备 不 时 之 需 。 


三 、PFK-1 的 调节 

PFK-1 作为 糖 酵 解 最 重要 的 限 速 酶 ,“ 把 守 ” 着 糖 酵 解 途径 的 人口 ,直接 控制 进入 糖 酵 解 途径 的 
葡萄 糖 和 其 他 几 种 已 糖 的 流量 ,因此 机 体 对 它 的 调控 是 最 复杂 的 ,同时 也 是 最 精妙 的 。 

PFK-1 是 一 个 复杂 的 多 亚 基 和 蛋白 ,调节 其 活性 的 主要 手段 是 别 构 调节 。 有 两 组 别 构 效 应 物 
能 够 改变 它 的 活性 ,一 组 为 负 别 构 效 应 物 , 包 括 ATP 柠檬 酸 和 质子 ( 低 pH), 它 们 能 够 抑制 PFK-1 
的 活性 ; 另 一 组 为 正 别 构 效 应 物 , 包 括 AMP、ADP 和 2,6- 二 磷酸 果糖 (F-2,6-BP), 它 们 能 够 激活 
PFK-1 的 活性 。 细 胞 选用 这 些 物 质 作为 PFK-1 的 别 构 效 应 物 的 意义 在 于 :@ 对 细胞 的 能 量 状 态 或 

[ATP ]+1/2 [ADP ] 

能 答 TATPj+TADP]+TAMP] |) 迅速 作出 反应 ;@ 对 细胞 内 环境 酸度 的 变化 作出 反应 (质子 )@@ 对 细胞 
内 替代 性 燃料 (如 脂肪 酸 和 酮 体 ) 的 使 用 作出 反应 (柠檬 酸 );@ 国 对 血液 中 胰岛 素 和 胰 高 血糖 素 的 比例 变 
化 做 出 反应 (F-2,6-BP)。 下 面 就 对 这 几 种 别 构 效应 物 的 具体 机 制 加 以 讨论 。 

(一 ) ATP 的 别 构 抑 制 

ATP 对 PFK-1 的 别 构 抑 制 反映 了 在 细胞 处 于 较 高 的 能 量 状态 ([ ATP ] 较 高 ) 时 ,理应 将 产能 途径 
“降温 ”, 从 而 使 细胞 的 合成 代谢 活 牙 起 来 。 但 问题 是 ATP 如 何 既 能 作为 PFK-1 的 底 物 ,又 作为 它 的 
抑制 剂 呢 ? 原来 ,PFK-1 分 子 上 有 两 个 ATP 结合 位 点 ,一 个 是 酶 的 活性 中 心 , 另 一 个 是 别 构 中 心 。 它 
们 与 ATP 的 亲和力 不 一 样 , 前 者 的 亲和力 比较 高 ,后 者 则 比较 低 。 当 细胞 的 能 荷 较 低 时 ,ATP 只 会 与 
PFK-1 的 活性 中 心 结合 , 别 构 中 心 并 无 ATP 结合 ,这 时 绝 大 多 数 酶 处 于 R 态 ,PFK-1 与 底 物 F-6-P 的 
动力 学 曲线 为 双 曲 线 (图 22-17)。 糖 酵 解 以 正常 的 速率 进行 ,以 使 细胞 产生 足够 的 ATP; 相 反 , 当 细胞 
的 能 荷 较 高 时 ,ATP 就 有 机 会 与 酶 的 别 构 中 心 结合 。 一 旦 两 者 结合 , 酶 的 构象 就 发 生变 化 ,迅速 从 有 R 
态 变 为 了 T 态 ,这 时 酶 与 FF-6-P 的 结合 曲线 大 幅度 地 向 右倾 斜 , 变 成 $ 形 ,于 是 酶 对 F-6-P 的 亲和力 降 
低 ,其 活性 自然 就 受到 了 抑制 。 

氧气 对 糖 酵 解 的 抑制 效应 一 一 巴 斯 德 效应 (Pasteur effect) 与 ATP 的 抑制 作用 有 关 : 在 有 氧 的 时 候 ， 
生物 体 利 用 有 和 氧 代谢 (三 羧 酸 循环 和 氧化 磷酸 化 ) 产 生 大 量 的 ATP ,高 水 平 的 ATP 作为 负 别 构 效应 物 ， 
通过 抑制 PFK-1 而 抑制 糖 酵 解 。 

(二 ) 柠檬 酸 的 别 构 抑 制 

柠檬 酸 作为 三 羧 酸 循环 的 中 间 物 ,实际 上 也 是 一 种 细胞 能 量 状 态 的 “指示 剂 ”。 当 细胞 内 其 他 燃料 ( 例 
如 脂肪 酸 或 酮 体 ) 大 量 氧化 ,并 经 过 三 羧 酸 循环 和 氧化 磷酸 化 (参看 第 二 十 九 章 “脂肪 酸 代谢 ”) 合 成 大 量 
ATP 而 导致 细胞 能 荷 大 幅度 提高 时 ,三 羧 酸 循环 将 被 削弱 ( 详 见 第 二 十 三 章 “三 羧 酸 循环 ”), 柠 檬 酸 因此 
而 积累 ,并 通过 线粒体 内 膜 上 的 转运 蛋白 离开 线粒体 进入 细胞 质 基质 ,作为 负 别 构 效 应 物 抑制 PFK-1 的 
活性 。 柠 檬 酸 似乎 在 向 PFK-1 传递 一 种 信号 :细胞 已 经 使 用 其 他 替代 性 燃料 合成 了 大 量 的 ATP ,你 作 
为 糖 酵 解 途径 中 最 重要 的 调节 酶 也 该 区 歇 了 ”。 事 实 上 , 柠 榜 酸 在 细胞 质 基 质 中 还 能 激活 脂肪 酸 合成 的 
限 速 酶 一 一 乙酰 -CoA 羧 化 酶 ,这 可 以 让 脂肪 细胞 在 富 能 的 时 候 把 多 余 的 能 量 转化 成 脂肪 贮存 起 来 。 


(22, 


如 果 测 定 PFK-1 
对 ATP 的 动力 学 曲线 ,预测 
曲线 的 形状 是 什么 ?” 如 果 
在 反应 系统 中 加 入 大 量 的 
AMP, 这 会 对 动力 学 曲线 有 
何 影响 ? 
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(三 ) 质子 的 抑制 

丙酮 酸 是 糖 酵 解 的 终 产 物 , 可 以 经 过 乳酸 发 酵 合成 乳酸 。 哺 乳 动物 的 红细胞 和 肌 细 胞 都 可 以 进 
行 乳 酸 发 酵 ,但 产生 的 乳酸 需要 经 过 血液 循环 到 达 肝 细胞 ,并 通过 糖 异 生 转 变 成 葡萄 糖 ,或 者 在 心肌 
细胞 内 重新 氧化 成 丙酮 酸 。 在 乳酸 离开 红细胞 或 肌 细胞 的 时 候 , 有 质子 伴随 它 被 释放 到 血液 里 。 因此 ， 
如 果 乳 酸 发 酵 过 于 强烈 ,将 会 导致 血液 酸度 的 提高 ,甚至 出 现 酸 中 毒 。 使 用 质子 作为 反馈 抑制 剂 就 可 
以 防止 这 种 情况 的 出 现 。 

(四 ) AMP 和 ADP 的 别 构 激 活 

AMP 和 ADP 也 是 细胞 能 量 状态 的 “指示 剂 ”。 当 细胞 内 的 能 量 状态 较 高 时 ,它们 的 浓度 就 很 低 ， 
这 时 很 难 作为 PFK-1 的 正 别 构 效 应 物 起 作用 ;相反 , 当 细胞 内 的 能 量 状 态 较 低 时 ，L AMP ] 和 [ ADP ] 
就 比较 高 ,这 时 能 够 作为 PFK-1 的 正 别 构 效 应 物 激 活该 酶 的 活性 ,使 更 多 的 底 物 进 入 糖 酵 解 途径 氧化 
分 解 ,以 改善 细胞 的 能 量 状态 。 与 ADP 相 比 ,AMP 的 效果 更 佳 ,细胞 内 其 他 一 些 与 能 量 代谢 有 关 的 酶 
也 多 用 它 作为 别 构 效 应 物 , 这 主要 是 因为 在 细胞 内 有 反应 :2ADP - 且 Eeg ATP+AMP (参看 第 十 九 章 
“生物 能 学 ”), 通 过 此 反应 ,细胞 内 的 ADP 很 容易 转化 为 ATP 和 AMP, 这 使 得 AMP 的 浓度 进一步 提高 ， 
相当 于 放大 了 AMP 的 量 。 显 然 , 细 胞 选用 AMP 作为 能 量 状态 的 “指示 剂 ”, 更 有 利于 机 体 对 细胞 的 能 
量 状态 做 出 既 迅 速 又 敏感 的 反应 。 

(五 ) F-2,6-BP 的 别 构 激 活 

F-2,6-BP 被 视 为 PFK-1 最 重要 的 正 别 构 效 应 物 , 有 实验 表明 , 当 哺 乳 动物 细胞 内 缺乏 它 时 , 糖 醇 
解 将 难以 进行 。 合 成 F-2,6-BP 的 反应 由 磷酸 果糖 激酶 -2 (PFK-2) 催化 ,需要 Mg”“。 此 反应 为 不 可 
逆反 应 。 

F-6-P 被 磷酸 化 成 FK-2,6-BP 以 后 ,就 意味 着 它 进 入 了 代谢 终端 ,因为 后 者 在 细胞 内 不 能 被 进 一 
步 地 代谢 。 但 在 2,6- 二 磷酸 果糖 磷酸 酶 (fructose-2,6-bisphosphatase,F-2,6-BPase) 众 化 下 ,F-2,6-BP 
可 以 重新 转变 为 F-6-P。 值 得 称奇 的 是 ,PFK-2 和 -2,6-BPase 居然 是 同一 个 蛋白 质 的 不 同形 式 , 前 
者 为 去 磷酸 化 形式 ,后 者 为 磷酸 化 形式 (图 22-18)。 





1 
1 1 0 
6 
人 o。” 呈 ATP 人 PP 人 o O 
0 5kKa Ho = H_ HO 2 
百 CH2OH 磷酸 果糖 激酶 -2 H CH2OH 
4 3 1 1 
OH 开 OH 王 
6- 磷 酸 果糖 2,6- 二 磷酸 果糖 
胰岛 素 二 
受 6- 磷酸 果糖 刺激 
去 磷酸 化 的 双 功 能 酶 
6 一 磷酸 果糖 低 血 粮 国 2,6- 二 磷酸 果糖 
磷酸 化 的 双 功 能 酶 
受 6- 机 机关 提 
人 图 22-18 PFK-2 和 F-2,6-BPase 的 活性 调节 和 相互 转变 
ee PFK-2 或 F-2,6-BPase 由 两 个 相同 的 亚 基 组 成 ,每 一 个 亚 基 含有 3 个 结构 域 , 即 激酶 结构 域 、 磷 酸 
么 影响 ? 酶 结构 域 和 调节 结构 域 。 调 节 结构 域 位 于 N 端 ,磷酸 酶 结构 域 位 于 C 端 ,激酶 结构 域 位 于 中 央 。 调 节 结 
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构 域 是 酶 的 磷酸 化 位 点 , 它 所 处 的 状态 (磷酸 化 
或 去 磷酸 化 ) 直接 决定 了 酶 采取 哪 一 种 活性 形 
AC 蒜 员 国 。 式 。 控制 调节 结构 域 碍 酸化 和 去 磁 酸 化 的 机 种 

细胞 质 基质 激素 则 分 别 是 胰 高 血糖 素 和 胰岛 素 。 
F-6-P 如 图 22-19 所 示 , 当 血糖 浓度 下 降 时 , 胰 
高 血糖 素 开 始 分 泌 ,胰岛素 停止 分 泌 , 胰 高 血 
糖 素 随 血 液 循环 到 达 肝 细 胞 ,并 与 位 于 肝 细 胞 


肝 细 胞 细胞 表面 






< 一 6 一 一 人 @- 拓 P 一 一 Glc 


ADP AIP 
2 拓 一 PKA 膜 表 面 的 受 体 结合 ,通过 AC 系统 激活 肝 细 胞 
ADP 内 的 PKA (参看 第 十 七 章 “ 激 素 及 其 受 体 介 导 
二 是 的 信号 传导 ”),PKA 催化 PFK-2 在 调节 结构 
| 域 的 磷酸 化 ,从 而 关闭 其 激酶 活性 ,同时 激活 


其 磷酸 酶 活性 .F-2,6-BPase 活 性 被 激活 以 后 ， 
将 F-2,6-BP 水 解 成 F-6-P,PFK-1 的 活性 因 
缺乏 F-2,6-BP 的 激活 而 受到 抑制 , 糖 酵 解 也 
可 因此 受到 抑制 ,与 此 同时 ,细胞 内 糖 异 生 和 脂 
防 酸 的 氧化 途径 则 被 激活 (参看 第 二 十 五 章 “ 糖 异 生 ”和 第 二 十 九 章 “ 脂 肪 酸 代 谢 ”)。 在 被 胰 高 血糖 
素 作 用 后 , 肝 细 胞 发 生 的 种 种 代谢 变化 的 目的 只 有 一 个 , 那 就 是 阻止 葡萄 糖 的 分 解 ,促进 葡萄 糖 的 合 
成 ,并 最 终 提 高 血糖 的 浓度 。 

相反 ,如 果 血 糖 浓 度 上 升 , 则 胰 高 血糖 素 分 泌 停止 ,胰岛 素 开 始 分 泌 , 胰 岛 素 随 血液 循环 到 达 肝 
细胞 ,通过 肝 细 胞 膜 表 面 的 RTK 系统 (参看 第 十 七 章 “ 激 素 及 其 受 体 介 导 的 信号 传导 ”), 激 活 肝 细 
胞 内 特殊 的 磷 蛋 白 磷 酸 酶 ,被 激活 的 磷 蛋 白 磷酸 酶 催化 -2， 
6-BPase 在 调节 结构 域 的 去 磷酸 化 ,从 而 关闭 其 磷酸 酶 的 活性 ， 100 
同时 激活 其 激酶 的 活性 。PFK-2 活性 被 激活 以 后 ,将 了 -6-P 磷 
酸化 成 F-2,6-BP,PFK-1 的 活性 因 F-2,6-BP 的 结合 而 受到 激 
活 , 糖 酵 解 也 因此 受到 激活 。 与 此 同时 ,细胞 内 糖 异 生 和 脂肪 酸 
的 氧化 则 受到 抑制 , 糖 原 和 脂肪 酸 的 合成 加 强 。 在 被 胰岛 素 作 
用 后 , 肝 细 胞 发 生 的 种 种 代谢 变化 的 目的 也 只 有 一 个 , 那 就 是 促 
进 葡萄 糖 的 分 解 和 糖 原 合成 ,阻止 葡萄 糖 的 合成 ,并 最 终 降 低 血 人 
糖 的 浓度 。 8 

由 此 看 来 ,F-2,6-BP 是 合成 还 是 水 解 完 全 由 血液 中 胰岛 素 
和 胰 高 血糖 素 的 比例 决定 ,而 F-2,6-BP 在 合成 和 水 解 之 间 的 
转换 使 得 机 体能 够 对 血糖 浓度 的 变化 迅速 作出 反应 

F-2,6-BP 对 PFK-1 活性 的 调节 参看 图 22-20(1), 在 没有 
F-2,6-BP 的 时 候 ,PFK-1 对 F-6-P 的 动力 学 曲线 为 S 形 ,这 时 酶 
主要 以 T 态 存在 ,与 F-6-P 的 亲和力 较 低 ;在 加 入 F-2,6-BP 以 
后 ,PFK-1 对 F-6-P 的 动力 学 曲线 向 左 移动 , 变 成 了 双 曲 线 ,并 
且 [F-2,6-BP ] 越 高 ,曲线 移动 的 幅度 就 越 大 ,这 说 明 F-2,6-BP 
作为 别 构 效应 物 改 变 了 PFK-! 的 构象 ,促进 更 多 的 酶 分 子 转变 
为 R 态 ,从 而 提高 了 酶 与 -6-P 的 亲和力 ,加 快 了 反应 速率 。 0 1 2 3 4 5 

在 F-2,6-BP 存 在 的 情况 下 ,PFK-1 与 ATP 的 关系 如 图 AR 
22-20 (2) 所 示 ,图 (2) 的 数据 充分 说 明了 F-2,6-BP 的 存在 能 够 ” 图 22-20 F_2,6-BP 对 PFK-1 活性 的 
抵消 高 浓度 ATP 作为 负 别 构 效应 物 对 PFK_1 活性 的 抑制 作用 。 调用 


Re 二 |PFK-1 
F_16_BP_ 糖 本 解 


四 22- 19 胰 高 血 粮 素 对 糖 酵 解 的 影响 


1 hmolL 了 -2,6 一 BP 
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四 、 丙 酮 酸 激酶 的 调节 

丙酮 酸 激酶 “把 守 ” 着 糖 酵 解 的 出 口 ,因此 也 是 一 个 很 重要 的 调节 位 点 。 丙 酮 酸 激酶 活性 有 两 种 
调节 方式 :一 种 是 别 构 调 节 (图 22-21), 另 一 种 是 共 价 修饰 。 前 一 种 方式 涉及 的 别 构 效 应 物 有 ATP \ 丙 
氨 酸 和 T-1,6-BP。 其 中 ATP 和 丙 氨 酸 为 负 别 构 效 应 物 ,F-1,6-BP 为 正 别 构 效 应 物 。ATP 抑制 丙酮 
酸 激酶 活性 的 原理 类 似 于 ATP 抑制 PFK-1, 而 F-1,6-BP 以 前 馈 激 活 (feed-forward activation ) 的 方式 
作用 于 丙酮 酸 激酶 ,可 保证 通过 PFK-1 这 一 关 的 F-1,6-BP 能 够 “ 走 完全 程 ,还 可 防止 其 中 的 中 间 代 
谢 物 发 生 不 必要 的 堆积 。 后 一 种 方式 是 典型 的 “可 逆 的 蛋白 质 磷 酸化 "。 受 胰 高 血糖 素 的 作用 ,PKA 
被 激活 ,而 被 激活 的 PKA 进一步 催化 丙酮 酸 激酶 的 磷酸 化 修饰 ,从 而 使 其 失 活 。 
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框 22-2 理论 联系 实际 一 教 你 制作 葡萄 酒 

如 果 你 有 兴趣 ,可 以 自己 做 葡萄酒 ,最 好 选择 在 暑假 葡萄 大 量 上 市 的 时 候 酿 制 。 

用 料 : 葡 萄 5 kg, 白 糖 1 kg, 即 20% 左 右 (为 一 般 发 酵 用 的 培养 基 含 糖 量 )。 

步骤 :中 将 洗 好 的 葡萄 晾 干 ,去 醒 。@ 用 手 把 葡 萄 捏 烂 ,皮肉 分 离 即 可 。@@ 取 玻璃 缸 (5 工 铅 ,最 好 用 小 
口 ,方便 密封 ,不 能 用 塑料 瓶 ), 一 层 葡 萄 一 层 白糖 交叉 地 放 人 其 中 (注意 白糖 要 放 够 ,否则 是 酸 的 )。 装 瓶 
量 达 4.5 工 , 留 体 积 以 备 发 酵 时 体积 膨胀 用 。@ 全 部 放 好 后 ,将 镀 口 密 封 ,可 以 先 用 保鲜 膜 ,再 用 多 层 塑料 
薄膜 ,要 做 到 完全 密封 。@ 将 密封 好 的 缸 子 放 人 阴凉 通风 处 ,一般 放置 40 d 左 右 。@ 如 果 用 透明 玻璃 锥 ， 
可 以 很 清楚 地 看 到 整个 发 酵 过 程 ,直到 最 后 酒 和 残 漆 完 全 分 离 。 这 时 饶 口 有 些 黏 ,而 发 酵 产 生 的 气体 
从 里 面 疹 凋 使 瓶 口 薄膜 上 突 较 高 。@ 发 酵 完成 后 , 可 以 用 纱布 将 残渣 和 酒 分 离 , 只 留 下 晶莹 列 透 的 酒 。 
5 kg 葡萄 大 约 能 酿 出 3.75 kg 和 葡萄酒 。 

发 酵 注 意 事项 :@ 要 求 合适 的 温度 ,理论 温度 为 20"C ,而 实际 温度 15~25%C 都 可 以 ,最 好 放 在 阴凉 处 。 
@ 不 能 用 塑料 瓶 , 因 为 塑料 很 可 能 会 与 酒精 发 生化 学 反应 ,产生 一 些 有 毒物 质 ,危害 人 体 健康 。 日 常用 陶 
瓷 瓶 ` 玻 璃 瓶 均 可 以 。@@ 发 酵 结束 前 不 要 打开 瓶 盖 , 否 则 会 改变 发 酵 途 径 , 产 酸 。@@ 选 用 甜 葡萄 ,否则 单 宁 
含量 高 ,影响 口感 。@@ 如 果 要 做 红 葡萄 酒 就 用 紫 和 葡萄 ,最 好 选择 颜色 乌黑 的 ,这 样 酿 出 来 的 酒 颜色 才 够 红 
油 。 如 果 要 做 白 葡萄 酒 就 用 绿 葡萄 。 若 要 发 酵 更 快 ,也 可 以 在 装 缸 时 放 人 灶 糟 。@ 在 酿酒 的 过 程 中 ， 
会 出 现 白色 泡沫 ,这 是 正常 现象 。C@) 自 己 酿 出 来 的 酒 一 般 度数 不 高 ,如 果 放 上 半年 能 达到 12" , 跟 市 售 的 
干 红 类 似 , 味 道 也 会 更 纯正 一 些 。 


本 章 小 结 填 填 看 “推荐 网 址 : 
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1. http:/Wthemedicalbiochemistrypage.org/glycolysis.html (完全 免费 的 医学 生物 化 学 课程 网 站 ,有 关 糖 酵 
解 的 内 容 ) 
2. http :JWen.wikipedia.org/wikiGlycolysis (维基 百科 有 关 糖 酵 解 的 内 容 ) 


.http :Wwww.science.smith.edu/departments/Biology/Bio231/glycolysis.html (美国 史密斯 学 院 提供 的 一 段 


糖 醇 解 途径 的 动画 ) 


.http:/Wwww.wiley.com/eollege/boyer0470003790/animations/glycolysis/glycolysis.htm ( 糖 酵 解 途径 的 动 


画 ,形象 生动 ) 


.http:Wwww.metabolicvisualizer.org/( 内 有 糖 酵 解 和 糖 异 生 途 径 的 模拟 显示 ) 
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人 第 一 十 三 章 “三 羧 酸 循环 


三 羧 酸 循环 (tricarboxylic cycle,TCA cycle) 也 称 为 柠檬 酸 循环 (ceitric acid cycle) 或 Krebs 循环 , 它 
发 生 在 真 核 细胞 的 线粒体 和 原核 细胞 的 细胞 质 基质 中 ,绝对 需要 氧气 的 存在 。 作 为 一 条 不 定向 代谢 
途径 , 它 既 是 糖 类 、 脂 质 和 和 蛋白质 在 细胞 内 最 后 氧化 分 解 的 共同 代谢 途径 ,又 在 很 多 生物 分 子 的 合成 
代谢 中 发 挥 重 要 的 作用 。 

本 章 将 重点 介绍 TCA 循环 的 发 现 . 反 应 步 又、 生理 功能 以 及 调控 机 制 。 


第 一 节 “三 羧 酸 循环 的 发 现 


与 TCA 循环 有 关 的 研究 最 早 始 于 20 世纪 初 。 当 时 有 人 发 现 , 箱 碎 的 动物 组 织 悬 液 在 无 氧 条 件 
下 ,能够 将 某 些 小 分 子 有 机 酸 上 的 氢 转 移 到 一 种 叫 亚 甲 蓝 ( 又 称 甲 烯 蓝 ,methylene blue) 的 染料 上 , 亚 
甲 蓝 因 接受 氧 被 还 原 , 并 从 无 色 变 为 蓝 色 。 这 些 有 机 酸 包 括 琥珀 酸 (succinic acid)、 延 胡 索 酸 ( 富 马 酸 ， 
fumaric acid)、 芋 果 酸 (malic acid) 和 柠檬 酸 (ceitric acid) 等 。 但 相同 的 动物 组 织 悬 液 在 有 氧 条件 下 ,这 
些 有 机 酸 则 被 氧化 成 CO, 和 Hz2O。 

1937 年 ,Albert Szent-Cy6rgyi 发 现 , 在 将 上 述 少量 的 有 机 酸 加 到 含有 和 葡萄糖 的 组 织 悬 液 中 以 后 ， 
氧气 的 消耗 量 猛 增 , 远 远 高 于 有 机 酸 本 身 氧 化 所 需要 的 量 。 于 是 Alhert Szent-Gyargyi 认为 ,在 有 氧 状 
态 下 ,这 些 有 机 酸 对 葡萄 糖 的 氧化 具有 催化 作用 。 后 来 他 又 发 现 ,琥珀 酸 脱氧 酶 的 特异 性 抑制 剂 一 一 
两 二 酸 (malonic acid) 能 够 抑制 许多 不 同 的 动物 组 织 悬 液 对 氧气 的 利用 。 这 就 表明 了 琥珀 酸 是 组 织 
氧 代谢 所 必需 的 一 种 成 分 。 

基于 上 述 结果 ,Hans Adolf Krebs 想 摘 清楚 不 同 的 有 机 酸 在 有 氧 代 谢 中 的 相互 关系 。 他 选用 了 铅 
子 的 飞翔 肌 (ftight muscele) 作为 实验 材料 ,首先 证 实 了 Albert Szent-Gy6rgyi 的 实验 结果 ,同时 还 发 现 草 
酰 乙酸 (oxaloacetic acid)、a- 酮 成 二 酸 (a-ketoglutaric acid)、 异 柠檬 酸 (isocitric acid) 和 顺 乌 头 酸 (cis- 
aconitic acid) 也 有 类 似 的 催化 作用 ,以 及 这 些 有 机 酸 对 丙酮 酸 的 氧化 也 具有 促进 作用 。 考 虑 到 丙 二 酸 
抑制 的 是 琥珀 酸 转变 成 延 胡 索 酸 的 反应 ,Krebs 推测 ,琥珀 酸 脱 氧 酶 催化 的 反应 仅仅 是 丙酮 酸 完全 氧 
化 所 涉及 的 全 部 反应 中 的 一 步 。 比 较 了 所 有 对 丙酮 酸 的 氧化 具有 催化 作用 的 有 机 酸 之 间 的 结构 关系 
以 后 ,Krebs 确定 了 它们 之 间 进 行 生化 转变 的 可 能 途径 :柠檬 酸 一 顺 乌 头 酸 一 异 柠檬 酸 一 a- 酮 戊 二 
酸 一 琥珀 酸 一 延 胡 索 酸 一 苹果 酸 一 草 酰 乙 酸 。 但 是 ,如 果 考 虑 到 这 些 有 机 酸 以 催化 剂量 参与 丙酮 酸 
的 氧化 反应 ,机 体内 就 必然 存在 某 种 再 生机 制 ,以 保证 它们 能 从 一 个 单一 的 代谢 中 间 物 重新 生成 ,而 
不 会 被 完全 消耗 掉 。 显 然 , 要 是 这 些 有 机 酸 能 组 成 一 个 环形 的 代谢 通路 ,那么 再 生 的 问题 也 就 迎 刃 而 
解 了 。 可 是 , 草 酰 乙酸 如 何 变 成 柠檬 酸 呢 ? Krebs 很 快 有 了 答案 :在 缺乏 氧气 的 条 件 下 ,丙酮 酸 和 草 栈 
乙酸 加 入 到 肌肉 组 织 悬 液 中 可 以 形成 柠檬 酸 。 于 是 ,他 认为 丙酮 酸 和 草 酰 乙酸 之 间 能 够 缩合 成 柠檬 
酸 并 释放 CO,。 

Krebs 提出 的 循环 假说 很 快 得 到 了 其 他 一 些 实验 证 据 的 支持 。 证 据 之 一 是 ,在 受到 丙 二 酸 抑制 的 
肌肉 组 织 切片 中 ,加 入 环 路 中 的 任何 有 机 酸 ( 包 括 琥珀 酸 氧化 的 直接 产物 延 胡 索 酸 ) 均 能 导致 琥珀 酸 
的 堆积 ;证 据 之 二 是 ,在 大 量 的 丙酮 酸 氧 化 受到 丙 二 酸 抑 制 的 情况 下 ,加 入 草 酰 乙 酸 、 蔷 果 酸 或 者 延 胡 
索 酸 都 能 刺激 化 学 剂量 的 丙酮 酸 发 生 反 应 ,但 如 果 加 入 的 是 琥珀 酸 ,就 没有 任何 效果 。 

上 述 证 据 不 仅 证 明了 丙酮 酸 的 氧化 需要 与 草 酰 乙 酸 缩合 成 柠檬 酸 ,还 说 明了 随后 的 反应 的 确 构 


成 了 环 式 的 代谢 通路 。Krebs 因此 荣获 了 1953 年 的 诺 贝 尔 生理 学 或 医学 奖 。 


二 节 ”三 羧 酸 循环 的 全 部 反应 


在 最 初 提 出 的 TCA 循环 环 路 时 ,Krebs 并 没有 真正 解释 丙酮 酸 是 如 何 与 草 酰 乙酸 缩合 成 柠檬 
酸 的 。 实 际 上 , 丙酮 酸 并 不 能 直接 与 草 酰 乙酸 缩合 成 柠檬 酸 , 它 只 有 在 转变 成 乙酰 -CoA 以 后 ,由 乙 
本 -CoA 与 草 酰 乙酸 才能 缩合 成 柠檬 酸 。 关 于 丙酮 酸 转 变 成 乙酰 -CoA 的 反应 已 在 第 二 十 二 章 “ 糖 酵 


解 " 中 详细 介绍 过 ,但 此 反应 并 不 是 细胞 内 生成 乙酰 -CoA 的 唯一 途径 ,在 脂肪 酸 代 谢 和 氨基 酸 代谢 中 
也 会 生成 乙酰 -CoA。 


一 、 反 应 过 程 
完整 的 TCA 循环 共 由 8 步 反 应 组 成 ,其 中 3 步 是 不 可 逆反 应 (图 23-1)。 





2 
Ce 4 CoASH -责成 二 酸 
玉 匠 本 GDP+Pi  _o 脱氧 酶 系 
GTP SCoA 
琥珀 酰 -CoA ”琥珀 酰 -CoA 
合成 栈 


23-1 完整 的 TCA 循环 


1. 柠檬 酸 的 合成 
这 是 TCA 循环 的 第 一 步 反 应 ,为 不 可 逆反 应 ,由 柠檬 酸 合 酶 (citrate synthase) 催化 ,反应 的 性 质 属 
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糖 酵 解 中 有 哪 一 种 
抑制 剂 的 作用 方式 与 氟 代 乙 
酸 相似 ? 


316 


于 有 机 化 学 里 的 产 醛 缩合 反应 一 一 = 


有 、、 0 

(aldol condensation)。 所 HLO CoA_SH EEC _ 
从 灾 本 合 本 通天 直 2 个 相 io 2 do 人、 人 ao ooc 

同 的 亚 基 组 成 , 它 可 被 视 为 酶 S-CoA 也 一 COO 史 H2 一 COO 

“诱导 契合 "模型 的 又 一 典型 代 “用 CA。 、 卫 际 忆 了 将 检 本 

表 。 如 图 23-2 所 示 , 在 没有 底 本 本 加 ee 

CH 一 C 

物 结合 的 时 候 , 酶 的 2 个 亚 基 的 0 

构象 是 开放 型 (open form) 的 ;一 HO 一 9 一 coo 

日 结合 了 底 物 , 则 被 诱导 为 紧密 0 

型 或 封闭 型 (closed form)。 其 反 (反应 中 间 物 ) 


应 动力 学 为 序列 有 序 (sequential ordered) 型 ,在 反应 中 , 草 酰 乙酸 首先 与 酶 活性 中 心 结合 ,这 种 结合 迅 
速 诱导 活性 中 心 的 构象 发 生 显著 的 变化 ,从 而 创造 出 乙酰 -CoA 的 结合 位 点 。 随 后 ,乙酰 -CoA 结合 
到 酶 的 活性 中 心 ,并 与 草 酰 乙酸 形成 中 间 产 物 一 一 柠檬 酰 -CoA ,这 时 酶 的 构象 再 次 发 生变 化 ,远离 活 
性 中 心 的 一 个 关键 的 Asp 残 基 被 拉 到 柠檬 酰 -CoA 的 硫 酯 键 附 近 , 硫 酯 键 很 快 被 切 开 , 终 产物 辅酶 A 
和 柠檬 酸 被 依次 释放 。 





WY 


稳定 的 乙酰 -CoA 类 似 物 


紧密 的 构象 


开放 的 构象 


在 催化 过 程 中 ,柠檬 酸 合 酶 所 发 生 的 由 底 物 草 酰 乙酸 和 中 间 产 物 柠 檬 酰 -CoA 分 别 诱导 的 两 次 构 
象 变化 , 既 防 止 了 乙酰 -CoA 的 提前 释放 ,又 大 大 降低 了 乙酰 -CoA 在 活性 中 心 被 Asp 残 基 水 解 成 乙 
酸 的 可 能 性 。 

乙酸 的 类 似 物 一 一 氟 代 乙酸 (fluroacetate) 是 TCA 循环 强烈 的 抑制 剂 ,因此 有 人 将 其 作为 灭 鼠 
药 的 成 分 。 它 也 存在 于 一 些 有 毒 的 植物 体内 ,例如 疯 草 (locoweed)。 动 物 吃 了 这 一 类 植物 会 发 生 中 
毒 。 然 而 拟 代 乙酸 在 细胞 内 并 不 直接 抑制 TCA 循环 ,而 是 先 在 乙酰 -CoA 合成 酶 催化 下 形成 氟 代 乙 
酰 -CoA , 氟 代 乙酰 -CoA 再 与 草 酰 乙 酸 缩合 生成 氟 代 柠檬 酸 。 氟 代 柠 檬 酸 是 催化 下 一 步 反 应 的 酶 即 





CHCOO H2O CHCOO H2O CHCOO 
Ho_dk_coo- 人 d_coo- < H_L_coor 
H 一 C 一 COO” 顺 乌 头 酸 栈 ie 顺 包头 酸 酶 HO 一 C 一 COO 
上 上 
柠檬 酸 顺 乌 头 酸 异 柠檬 酸 


AGe?=13.3kJ/mol 


ER 的 拉 制订 (图 23 3 
FCHCOO ”+ CoASH 人 FcHu6-scoA 2. 蜡 柠檬 酸 的 形成 
合成 本 “ee 这 是 一 步 将 柠 机 酸 转变 为 异 柠 机 酸 的 异 构 化 
As ， 反应。 反应 经 过 顺 龟 头 酸 中 间 物 ,由 顺 乌 头 酸 本 
(cis-aconitase) 催化 。 
顺 乌 头 酸 酶 本 质 上 是 一 个 铁 硫 蛋 白 (FesS,, 参 
后 8 头顶 语 人、 看 第 二 十 章 " 生 物 氧化 *), 其 分 子 之 中 的 铁 硫 马 是 
HC 一 COO ， 
图 23_3 和 氯 代 乙酸 在 细胞 内 的 代谢 转变 及 其 对 TCA 循 ”催化 反应 所 必需 的 ,其 中 的 一 个 铁 作为 路 易 斯 酸 
参与 催化 (图 23-4)。 








碱 性 氨基 酸 残 基 
， | 有 利于 柠檬 酸 与 
从 活性 中 心 的 结合 


已 在 哺乳 动物 细胞 内 发 现 两 种 形式 的 顺 乌 头 酸 


| 酶 :一 种 位 于 线粒体 基质 参与 TCA 循环 ;另外 一 种 位 于 
Be 细胞 质 基质 ,其 功能 主要 是 作为 细胞 内 铁 离子 的 感应 
CH 一 Co00 器 ,参与 铁 蛋 白 与 转 铁 蛋 白 受 体 在 翻译 水 平 上 的 表达 
1 调控 ( 详 见 第 四 十 三 章 “ 真 核 生 物 的 基因 表达 调控 ”)。 
0 需要 特别 注意 的 是 ,在 形成 的 异 柠檬 酸 分 子 
中 ,羟基 只 会 与 来 自 草 酰 乙酸 而 绝对 不 会 与 来 自己 


酰 -CoA 的 B- 碳 原子 相连 (图 23-5)。 这 里 涉及 的 机 
9 一 coo- Ho 一 9 一 coo ” ” 制 可 以 用 酶 与 底 物 结合 的 “三 点 附着 ”模型 来 解释 ( 参 


H 一 C 一 COO H 一 9 一 COO 见 第 八 章 “ 酶 学 概论 ”)。 
HO 一 CH 一 COO CH coo0 尽管 在 反应 达到 平衡 时 (在 25 避 和 pH 7.4 条 件 
@ 下 ), 柠 样 酸 、 顺 鸟 头 酸 和 异 柠 机 酸 各 占 90% ,4 和 
Cecoo o- 于 coo - 6% ,但 在 下 一 步 高 度 放 能 的 不 可 逆反 应 中 , 异 柠檬 酸 
鲍 作为 底 物 很 容易 被 消耗 ,致使 这 一 步 反应 仍然 能 以 较 
下 “2 90 。 快 的 速率 向 正 反 应 方向 进行 。 
23-5 。 顺 乌 头 酸 酶 催化 反应 中 产物 的 立体 专 一 性 柠檬 酸 转变 成 异 柠檬 酸 是 TCA 循环 必 不 可 少 的 


一 步 ,原因 是 柠檬 酸 在 结构 上 并 非 氧化 反应 的 良好 底 
物 ,但 异 柠檬 酸 却 不 一 样 ,经 过 异 构 化 ,其 三 级 羟基 变 成 了 易 氧 化 的 二 级 羟基 。 
3. 异 柠檬 酸 的 氧化 脱羧 
这 是 一 步 不 可 逆 的 氧化 脱羧 反应 ,由 异 柠檬 酸 脱 氢 酶 催化 ,反应 分 为 两 步 :先是 脱氧 ,形成 草 酰 斑 
珀 酸 (oxalosuccinate); 然 后 是 B- 脱羧 ,产生 CO0, 和 ca=- 酮 成 二 酸 。 
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a- 酮 戊 二 酸 脱 氢 
酶 系 与 丙酮 酸 脱 氨 酶 系 中 的 
哪 一 种 酶 是 完全 相同 的 ? 
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了 一 C 一 Coo 了 一 C 一 coo 
H; 一 C 一 coo- 人 隐 CO。 
了 eagr 1 HOTC_- p -脱羧 HH 一 C 一 再 
pcoo NAD(P 六 二 NADUBJH | 这 | 
呈 让 0 、coor- o coo- 
异 柠 机 酸 草 酰 琥 珀 本 w-_ 责 戊 二 酸 


已 发 现 两 种 形式 的 异 柠檬 酸 脱 氢 酶 ,分 别 使 用 辅酶 I 和 辅酶 开 作 为 氧 的 受 体 。 但 一 般 认 为 ,参与 
TCA 循环 的 主要 是 辅酶 I 。 如 果 辅 酶 [ 作为 所 的 受 体 ,形成 的 NADH 就 可 以 直接 从 线粒体 内 膜 上 的 
复合 体 [进入 呼吸 链 ,通过 氧化 磷酸 化 产生 ATP; 如 果 是 辅酶 开 参 与 反应 ,形成 的 NADPH 就 可 以 作为 
还 原 剂 参与 生物 合成 。 

4. a- 酮 成 二 酸 的 氧化 脱羧 

这 一 步 反 应 与 丙酮 酸 的 氧化 脱羧 十 分 相似 (参看 第 二 十 二 章 “ 糖 酵 解 " 中 的 丙酮 酸 的 氧化 脱 


羧 ), 由 a=- 酮 成 二 酸 脱 氢 酶 .二 氧 9 一 coo CoA-SH NAD” NADHTHH 9 一 coo 





硫 辛 酸 转 琥珀 酰 酶 (dihydrolipoyl 2 间 库 +CO， 
transsuccinylase) 和 二 氧 硫 辛 酸 脱氧 酶 人 CA | 一 S-CoA 
3 个 酶 组 成 的 <- 酮 戊 二 酸 脱 氢 酶 系 催 。” c- 酮 成 二 酸 琥珀 酰 -CoA 


化 。 从 总 反应 式 看 出 ,抑制 丙酮 酸 氧 AGC "一 -33.5kJ/mol 


化 脱羧 的 亚 砷 酸 也 能 强烈 抑制 这 -一步 ?8 一 c00 。 Gpprpi Greg coA-sH ?oo 


反应 。 人 和 
5. 底 物 水 平 的 磷酸 化 人 ”琥珀 酰 -CoA 合 成 酶 本 
这 是 TCA 循环 内 唯一 的 一 步 底 ”琥珀 酰 -CoA 琥珀 酸 

物 水 平 磷酸 化 反应 ,由 琥珀 酰 -CoA 合 AGe= -2.9kJ/mol 


成 酶 (succinyl-CoA synthetase) 催化 , 酶 的 命名 根据 逆反 应 的 性 质 而 定 。 

琥珀 酰 -CoA 合成 酶 也 被 称 为 琥珀 酸 硫 激酶 (succinate thiol kinase), 其 催化 过 程 牵 涉 到 一 系列 高 
能 分 子 的 形成 和 转变 ,因此 能 量 的 损失 微乎其微 ,AC2 =-2.9 kJ/mol。 

长 期 以 来 ,人 们 曾 一 直 认 为 ,动物 组 织 中 的 琥珀 酰 -CoA 合成 酶 只 能 催化 GDP 的 磷酸 化 ,植物 和 
微生物 的 琥珀 酰 -CoA 合成 酶 主要 催化 ADP 的 磷酸 化 ,但 后 来 发 现 , 某 些 动物 组 织 同 时 有 分 别 对 GDP 


和 ADP 专 一 性 的 两 种 琥珀 酰 -CoA 合成 酶 。 coo AD 二 fog 
6. 王 珀 酸 的 脱 氢 和 和 
这 是 TCA 循环 中 的 第 三 次 脱 氢 反 应 ,由 斑 珀 酸 脱氧 。 fr 。 一 寺 有 屋 R 

全 和 COO Coo 

酶 俱 化 ,产物 是 反 丁 烦 一 酸 。 反 丁 烦 二 酸 也 被 称 为 延 衣 索 。 “00 ss 

酸 或 富 马 酸 。 琥 珀 酸 的 类 似 物 丙 二 酸 是 该 酶 的 竞争 性 抑 AGe= okJ/mol 

制剂。 

COO CoO 
玉 珀 酸 脱 氢 酶 是 复合 体 开 的 主要 成 分 , 它 的 结构 与 功 间 Bo Re 
能 参看 第 二 十 章 “生物 氧化 "。 Me 
延 胡 索 酸 本 
7. 苹果 酸 的 形成 Lo COO 
这 是 一 步 水 合 反应 ,由 延 胡 索 酸 酶 催化 。 延 胡 索 酸 
8. 草 酰 乙 酸 的 再 生 


这 是 TCA 循环 的 最 后 一 步 反 应 ,也 是 TCA 循环 中 的 第 四 次 氧化 还 原 反 应 ,由 苹果 酸 脱 氢 酶 催化 。 
尽管 在 热力 学 上 极 不 利于 正 反应 的 进行 ,可 是 在 体内 ,反应 产物 草 酰 乙酸 可 以 迅速 被 下 一 步 不 可 逆反 
应 所 消耗 ,NADH 则 进入 呼吸 链 被 彻底 氧化 ,因此 整个 反应 被 “强行 拉 向 " 正 反应 。 
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900 NAD+ NA Coo 
HO 一 C 一 ， 一 C 
证 CH: 
LeF 苹果 酸 脱氧 酶 6 六 
工 - 苹 果 酸 草 酰 乙 酸 


AGe =29.7kJ/mol 


二 、 三 羧 酸 循环 小 结 
TCA 循环 的 总 反应 式 为 : 
乙酰 -CoA+3NAD'+FAD+GDP+Pit2H0 一 = 2CO,+3NADH4+4FADH+GTP+2H'+CoA 

其 中 几 个 重要 的 特征 归纳 如 下 : 

(1) 有 2 个 C 原子 进入 循环 ,但 在 随后 的 反应 中 又 有 2 个 C 原子 离开 。 需 要 特别 注意 的 是 ,离开 
的 2 个 C 原子 并 非 是 最 初 进入 的 那 2 个 ,而 是 来 源 于 草 酰 乙酸 。 

(2) 有 4 对 氢 原 子 离开 循环 ,并 进入 呼吸 链 进一步 氧化 产生 更 多 的 ATP。 

(3) 有 一 步 底 物 水 平 磷酸 化 反应 ,产生 的 能 量 货币 是 CTP 或 ATP。 

(4) 有 2 个 水 分 子 被 消耗 ,分 别 作为 柠檬 酸 合 酶 和 延 胡 索 酸 酶 的 底 物 。 

(5) 氧气 并 不 直接 参与 循环 ,但 它 的 存在 是 TCA 循环 正常 进行 所 必需 的 。 只 有 在 有 氧 的 条 件 下 ， 
NAD* 和 了 FAD 才 可 以 通过 呼吸 链 的 氧化 而 得 以 再 生 ,循环 内 的 4 步 氧化 还 原 反 应 才 可 以 持续 进行 ,和 否 
则 循环 最 终 会 因为 NAD* 和 了 AD 的 缺乏 而 停止 。 这 一 点 与 糖 酵 解 不 一 样 , 糖 酵 解 在 无 氧 或 有 氧 的 条 
件 下 都 可 以 进行 ,是 因为 在 两 种 条 件 下 NAD” 均 可 再 生 。 


第 三 节 “三 羧 酸 循环 的 生理 功能 


TCA 循环 作为 需 氧 生物 最 重要 的 代谢 途径 之 一 ,其 主要 的 生理 功能 包括 : 
(1) 作为 需 氧 生物 细胞 内 所 有 代谢 燃料 最 终 氧 化 分 解 的 共同 代谢 途径 。 
(2) 提供 多 种 生物 分 子 合 成 的 前 体 ,参与 合成 代谢 (图 23-6)。 


丙酮 酸 


其 他 所 基本 SN 
味 叭 碱 基 
喀 啶 碱 基 乙酰 -CoA 
所 et 
柠 样 酸 
天 生气 本 六 ”。\=、 脂肪 酸 
三 羧 酸 循环 胆固醇 
挟 味 叭 碱 基 
玉 珀 村 
路 啉 
贡 入 和 本。 其 他 气 基 本 
叶绿素 


(3) 与 呼吸 链 偶 联 可 产生 更 多 的 ATP 1 分 子 葡萄 糖 彻底 氧化 成 CO, 和 H20 能 够 产生 30~32 分 
子 的 ATP, 其 计算 过 程 参 考 表 23-1, 其 中 由 糖 酵 解 所 产生 的 ATP 所 占 的 比例 并 不 多 ,其 终 产 物 丙 酮 
酸 经 丙酮 酸 脱氧 酶 系 ,再 经 TCA 循环 和 氧化 磷酸 化 可 以 产生 更 多 的 ATP。 其 中 2 分 子 乙酰 -CoA 经 
TCA 循环 彻底 氧化 产生 的 ATP 分 子 数 目 应 该 是 20, 远 远 高 于 糖 酵 解 途径 。 





《3/ 


如 果 进 入 首 轮 TCA 
循环 的 乙酰 -CoA 上 的 两 个 
C 用 ”“C 标记 ,那么 在 随后 的 
循环 反应 中 , 带 有 “C 标记 的 
CO,。 何 时 产生 ? 


如 果 TCA 循环 的 
琥珀 酸 脱 氨 酶 反应 受到 两 二 
酸 的 完全 抑制 ,那么 1 分 子 
葡萄 糖 在 肝 细 胞 内 氧化 、 分 
解 最 多 可 产生 多 少 ATP ? 
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m 表 23-1 1 分子 葡萄 糖 彻底 氧化 过 程 中 的 ATP 收 支 情况 


与 ATP 合成 相关 的 反应 合成 ATP 的 方式 合成 ATP 的 量 

糖 酵 解 (包括 氧化 磷酸 化 ) 5 或 6 或 7 

己 糖 激酶 消耗 ATP | 

PFK-1 消耗 ATP = 

磷酸 甘油 酸 激酶 底 物 水 平 磷酸 化 2 

丙酮 酸 激酶 底 物 水 平 磷酸 化 2 

3- 磷酸 甘油 醛 脱氧 酶 (NADHD) 氧化 磷酸 化 3.4 或 5( 取 决 于 NADH 通过 何 种 途径 进入 呼吸 链 ) 
丙酮 酸 脱氧 酶 系 氧化 磷酸 化 2x2.5=5 
TCA 循环 20 

异 柠檬 酸 脱氧 酶 (NADHD) 氧化 磷酸 化 2.5x2=5 

a=- 酮 戊 二 酸 脱 氢 酶 系 (NADH) 氧化 磷酸 化 2.5 x 2=5 

琥珀 酰 -CoA 合成 酶 底 物 水 平 磷酸 化 1 x2=2 

琥珀 酸 脱 氢 酶 (FADH2) 氧化 磷酸 化 1.5x2=3 

苹果 酸 脱 氢 酶 (NADH) 氧化 磷酸 化 2.5x2=5 
总 ATP 量 30、31 或 32 


(4) 循环 中 的 某 些 中 间 产 物 可 作为 别 构 效应 物 , 去 调节 其 他 代谢 途径 ”例如 ,柠檬 酸 可 作为 
PFK-1 的 负 别 构 效 应 物 和 1,6- 二 磷酸 果糖 磷酸 酶 的 正 别 构 效 应 物 , 分 别 调节 糖 酵 解 和 糖 异 生 (参看 
第 二 十 二 章 “ 糖 酵 解 ”和 第 二 十 五 章 “ 糖 异 生 ”)。 此 外 ,柠檬 酸 还 可 以 作为 正 别 构 效 应 物 , 去 刺激 脂肪 
酸 合成 的 限 速 酶 一 乙酰 -CoA 羧 化 酶 的 活性 (参看 第 二 十 九 章 “ 脂 肪 酸 代谢 ”)。 

(5) 产生 CO0， 1 分 子 乙 酰 -CoA 进入 TCA 循环 ,最 后 有 2 个 碳 变 成 了 CO;。C0; 的 功能 往往 容易 
被 忽视 ,实际 上 它 在 生物 体内 除了 能 够 调节 酸 碱 平衡 以 外 ,还 可 以 作为 羧 化 反应 碳 单位 的 供 体 。 


第 四 节 “” 乙 醛 酸 循环 


植物 、. 某 些微 生物 (如 大 肠 杆 菌 和 酵母 ) 以 及 无 兰 椎 动物 能 够 使 用 乙酸 或 者 其 他 一 些 能 够 在 细胞 
内 转化 为 乙酰 -CoA 的 物质 ,来 作为 唯一 的 碳 源 和 生物 合成 的 前 体 。 这 是 因为 在 它们 的 体内 存在 一 种 
特殊 的 代谢 途径 , 即 乙 醛 酸 循环 (glyoxylate cycle)。 该 途径 实际 上 是 TCA 循环 的 变化 形式 。 

过 酸 并 不 能 直接 进入 乙 醋酸 循 和 


环 , 它 在 细胞 内 必须 首先 被 活化 成 

乙酰 -CoA。 乙 醛 酸 循环 所 涉及 的 

反应 以 及 它 与 TCA 循环 的 比较 如 

图 23-7 所 示 , 它 与 TCA 循环 的 主 草 酰 乙酸 柠 榜 酸 


要 差别 包括 :中 在 每 一 轮 循 环 中 ,前 
者 有 2 分 子 乙 酰 -CoA 进入 ,后 者 只 
有 1 分 子 乙 酰 -CoA 进入 ;@ 乙 醛 酸 
循环 只 产生 NADH, 不 产生 FADH; 
G) 乙 醛 酸 循环 无 底 物 水 平 磷酸 化 反 
应 ,因此 无 法 通过 此 途径 合成 ATP; 
人 由 乙 醛 酸 循环 不 生成 C0,, 但 每 一 轮 汪 co， 
TCA 循环 有 2 分 子 CO, 的 释放 。 

乙 醛 酸 循环 与 TCA 循环 在 性 
质 上 的 差异 说 明了 两 者 在 功能 上 
一 定 有 所 不 同 。 对 于 同时 含有 这 两 


CO， 








生 AAA 


种 代谢 途径 的 生物 来 说 , 异 柠 檬 酸 实际 上 是 一 个 “分 水 岭 "。 细 胞 内 的 异 柠檬 酸 是 在 TCA 循环 中 被 异 
柠檬 酸 脱 氢 酶 催化 形成 w- 酮 成 二 酸 ,还 是 在 乙 醛 酸 循环 中 被 异 柠檬 酸 裂 合 酶 (isocitrate lyase) 裂解 成 
乙 醛 酸 和 琥珀 酸 ,完全 取决 于 细胞 当时 的 能 量 状态 。 

细胞 能 量 状态 既 能 够 影响 到 异 柠 样 酸 裂 合 酶 的 活性 ,又 能 影响 到 一 种 特殊 的 蛋白 质 激酶 的 活性 ， 
而 该 蛋白 质 激酶 同时 具有 磷酸 酶 的 活性 ,因此 是 一 种 双 功 能 酶 (与 前 面 遇 到 的 PFK-2 相似 )。 该 双 功 
能 酶 通过 磷酸 化 和 去 磷酸 化 的 手段 直接 控制 异 柠檬 酸 脱氧 酶 的 活性 (磷酸 化 的 异 柠檬 酸 脱氧 酶 没有 
活性 ,去 磷酸 化 的 异 柠檬 酸 脱氧 酶 具有 活性 )。 当 细胞 的 能 量 状态 较 低 的 时 候 , 高 水 平 的 ADP 和 AMP， 
以 及 糖 酵 解 和 TCA 循环 的 某 些 中 间 产 物 作为 别 构 效 应 物 ,一 方面 抑制 异 柠檬 酸 裂 合 酶 的 活性 , 另 一 方 
面 抑制 上 述 蛋 白质 激酶 的 活性 ,因此 这 时 候 的 异 柠檬 酸 脱 氢 酶 以 具有 活性 的 去 磷酸 化 形式 存在 ,TCA 
循环 得 以 正常 地 进行 ,并 产生 足够 的 ATP; 相 反 , 在 细胞 的 能 量 状态 较 高 的 时 候 , 上 述 的 蛋白 质 激酶 的 
活性 被 激活 ,而 磷酸 酶 的 活性 被 抑制 , 异 柠檬 酸 脱 氢 酶 被 磷酸 化 成 无 活性 的 形式 ,同时 , 异 柠 檬 酸 裂 合 
酶 活性 被 激活 ,结果 便 是 TCA 循环 受到 抑制 , 乙 醛 酸 循环 被 激活 。 

乙 醛 酸 循环 的 生理 意义 在 于 : 它 使 具有 此 途径 的 生物 能 够 以 乙酸 作为 唯一 的 碳 源 。 每 当 1 分 子 
乙酰 -CoA 进入 TCA 循环 时 ,最 后 总 有 2 个 碳 原子 以 CO; 的 形式 被 丢失 。 然 而 ,乙酰 -CoA 进入 乙 醛 
酸 循环 ,就 跳 过 了 两 次 脱羧 反应 ,并 无 碳 单位 的 损失 ,而 是 净 合 成 了 糖 异 生 的 前 体 一 一 苹果 酸 。 苹 果 
酸 可 离开 乙 醛 酸 循环 体 进入 细胞 质 ,再 经 苹果 酸 脱氧 酶 的 催化 ,转变 为 草 酰 乙酸 , 草 酰 乙酸 可 以 作为 
糖 异 生 的 原料 (参看 第 二 十 五 章 " 糖 异 生 ”)。 焉 珀 酸 则 离开 乙 醛 酸 循环 体 进 入 线粒体 ,经 TCA 循环 形 
成 草 酰 乙酸 ,然后 在 谷 丙 转氨酶 的 催化 下 ,接受 谷 氮 酸 上 的 氨基 转变 为 天 冬 氨 酸 。 天 冬 氮 酸 离开 线 粒 
体 进入 乙 醛 酸 循环 体 , 再 重新 转变 为 草 酰 乙 酸 ,以 维持 草 酰 乙 酸 的 再 生 。 

在 植物 细胞 中 , 乙 醛 酸 循环 被 限制 在 一 种 特定 的 细胞 器 即 乙 醛 酸 循环 体 (glyoxysome) 内 ,但 这 种 
细胞 器 并 不 出 现在 植物 所 有 的 细胞 ,也 不 会 始终 存在 。 当 富 含油 脂 的 种 子 发 芽 的 时 候 , 乙 醛 酸 循环 体 
即 在 细胞 内 形成 。 形 成 的 乙 醛 酸 循环 体 使 得 脂肪 在 植物 细胞 内 转变 成 葡萄 糖 成 为 可 能 ,这 对 于 尚 不 
能 通过 光合 作用 合成 葡萄 糖 的 细胞 来 说 尤为 重要 。 


第 五 节 “三 羧 酸 循环 的 回 补 反 应 


在 理论 上 ,虽然 只 要 有 1 分 子 草 酰 乙酸 就 可 以 让 TCA 循环 不 断 地 进行 下 去 ,但 如 果 草 酰 乙酸 太 少 ， 
TCA 循环 只 会 以 极 低 的 速率 进行 。 由 于 TCA 循环 中 的 多 种 代谢 中 间 产 物 可 被 其 他 代谢 途径 利用 作为 
生物 合成 的 原料 ,因此 细胞 内 若 没 有 某 些 机 制 及 时 补充 被 “ 挪 作 他 用 ”的 草 酰 乙 酸 或 其 他 代谢 中 间 产 
物 的话 ,TCA 循环 迟早 就 会 受到 影响 。 实 际 上 ,细胞 已 经 预备 了 若干 回 补 反应 (anaplurotic reaction), 可 
以 及 时 补充 被 其 他 途径 消耗 的 TCA 循环 的 中 间 产 物 , 提 高 细胞 对 “二 碳 单 位 ” 的 氧化 速率 。 

TCA 循环 的 回 补 反 应 主要 在 草 酰 乙酸、a- 酮 成 二 酸 、 焉 珀 酰 -CoA 和 苹果 酸 这 4 个 位 点 进行 , 现 
分 述 如 下 : 

(1) 草 酰 乙酸 的 回 补 ， 这 是 回 补 反应 的 主要 形式 ,相关 的 酶 有 PEP 羧 化 酶 (PEP carboxylase)\ 丙 酮 酸 
羧 化 酶 (pyruvate carboxylase) 和 PEP 羧 激 酶 (PEP carboxykinase) (图 23-8)。 这 3 种 酶 在 不 同 生物 和 不 同 
组 织 中 的 分 布 并 不 相同 ,其 中 PEP 羧 化 酶 主要 分 布 在 细菌 .酵母 和 高 等 植物 中 ,丙酮 酸 羧 化 酶 主要 存在 
于 动物 的 肝 和 肾 , 而 PEP 羧 激 酶 则 主要 分 布 在 动物 的 心肌 和 骨骼 肌 。 

(2) a- 酮 成 二 酸 的 回 补 ， 由 谷 两 转氨酶 催化 的 转 氮 基 反应 ,或 者 谷 氨 酸 脱 氢 酶 催化 的 氧化 脱 氮 
基 反 应 均 可 以 将 谷 氮 酸 转化 为 w- 酮 戌 二 酸 , 且 都 发 生 在 线粒体 基质 ,因此 都 能 充当 回 补 反应 。 

(3) 琥珀 酰 -CoA 的 回 补 le valMet 和 Thr 这 4 种 氨基 酸 在 细胞 内 均 可 以 被 氧化 成 琥珀 酰 -CoA。 
此 外 ,奇数 脂肪 酸 在 细胞 内 氧化 也 可 以 产生 琥珀 酰 -CoA (参看 第 二 十 九 章 “ 脂 肪 酸 代谢 ”), 这 些 产 生 





仙 本 mr we 
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《3 


有 一 则 广告 ,声称 
苹果 酸 能 够 减肥 。 你 认为 这 
个 广告 可 信 吗 ? 
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四 23-8 8 _ 章 酰 乙酸 的 回 补 反 应 


琥珀 酰 -CoA 的 反应 均 可 以 作为 回 补 反 应 使 用 。 
(4) 苹果 酸 的 回 补 ， 这 是 由 苹果 酸 酶 (malic enzyme) 催化 的 回 补 反应 ,此 回 补 反 应 广泛 存在 于 各 
种 真 核 生物 和 原核 生物 之 中 。 


第 六 节 “三 羧 酸 循环 的 调控 


为 了 适应 细胞 对 能 量 的 需求 ,细胞 内 的 TCA 循环 是 受到 严格 控制 的 。 对 TCA 循环 本 身 的 调控 集 
中 在 柠檬 酸 合 酶 . 异 柠檬 酸 脱 氢 酶 和 wa- 酮 戌 二 酸 脱 氢 酶 (图 23-9), 其 中 最 重要 的 调控 位 点 是 异 柠檬 
酸 脱氧 酶 ,其 次 是 w- 酮 成 二 酸 脱氧 酶 ,至 于 柠檬 酸 合 酶 ,对 它 的 调控 多 见于 原核 生物 。 

乙酰 -CoA 是 TCA 循环 第 一 步 反 应 的 底 物 ,因此 机 体 还 可 以 通过 控制 它 的 形成 来 控制 TCA 循环 ， 
而 这 必然 牵涉 到 细胞 内 参与 乙酰 -CoA 合成 的 酶 ,例如 丙酮 酸 脱氧 酶 系 和 参与 脂肪 酸 B- 氧化 的 酶 。 

1. 柠檬 酸 合 酶 的 调控 

对 柠檬 酸 合 酶 的 调控 方式 主要 为 别 构 调 节 。 细 胞 高 能 状态 的 指示 剂 \ 反 应 的 中 间 产 物 或 终 产 物 (ATP、 
NADH 和 琥珀 酰 -CoA) 均 可 作为 负 别 构 效 应 物 来 抑制 该 酶 的 活性 ,而 细胞 低能 状态 的 指示 剂 ADP 可 作为 
正 别 构 效 应 物 来 刺激 该 酶 的 活性 。 此 外 ,高 浓度 的 柠檬 酸 可 以 通过 竞争 的 方式 反馈 抑制 柠檬 酸 合 酶 。 

2. 异 柠 檬 酸 脱 氢 酶 的 调控 

对 蜡 柠檬 酸 脱氧 酶 的 调控 有 两 种 方式 :第 一 种 是 植物 细胞 才 有 的 共 价 修饰 ;第 二 种 是 别 构 调节 。 
其 中 第 一 种 方式 已 在 乙 醛 酸 循环 中 做 过 专门 的 介绍 ,这 里 只 讨论 第 二 种 方式 。 作 为 异 柠檬 酸 脱 氢 酶 
负 别 构 效 应 物 的 是 ATP 和 NADH, 正 别 构 效 应 物 是 ADP 和 Ca*。 细 胞 选择 Ca* 作为 异 柠檬 酸 脱 氢 酶 
以 及 后 面 将 要 讨论 的 <- 酮 成 二 酸 脱氧 酶 和 丙酮 酸 脱 氢 酶 的 正 别 构 效 应 物 ,原因 是 Ca” 为 肌肉 收缩 的 
信和 号 ,实际 也 就 是 肌 细胞 需要 ATP 的 信号。 

3. a- 酮 成 二 酸 脱氧 酶 系 的 调控 

对 a- 酮 戊 二 酸 脱氧 酶 的 调控 与 对 丙酮 酸 脱 氢 酶 系 的 调控 方法 相似 ,但 没有 共 价 修饰 的 形式 ,只 
有 别 构 调控 和 产物 的 竞争 性 反馈 抑制 。 其 中 ,Ca* 和 AMP 别 构 激活 a- 酮 戊 二 酸 脱 氢 酶 ,琥珀 酰 -CoA 
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Ce 、Mg 硫 辛 酸 转 斑 珀 酰 酶 和 一 氢 硫 
人 辛酸 脱氧 酶 。 
本 本 栈 “ 4、 两 酮 酸 脱 氢 栈 系 的 调控 
@/ 对 丙酮 酸 脱氧 酶 系 的 调 
激酶 控 有 产物 的 竞争 性 反馈 抑制 、 
AD?- 白 NSSim | 别 构 调节 和 丙酮 酸 脱氧 酶 的 
ee 1 共 价 修饰 3 种 形式 ,最 后 一 种 





人 


仅 存 在 于 真 核 生物 (图 23-10)。 

5 全 0 于 catn 帮 Cu 二 必 让 汪 风 人 乙酰 -CoA 和 NADH 分 别 

反馈 抑制 二 氧 硫 辛酸 转 乙 酰 酶 (E) 和 二 氢 硫 辛酸 脱 氢 酶 (E:)。 参 与 丙酮 酸 脱 氢 酶 别 构 调节 的 效应 物 仍 
然 主要 是 细胞 能 量 状态 的 指示 剂 ,如 ADP NAD* 和 NADH。 

参与 丙酮 酸 脱氧 酶 共 价 修饰 的 酶 是 丙酮 酸 脱 氢 酶 激酶 和 磷酸 酶 ,两 者 都 紧密 结合 于 丙酮 酸 脱氧 

酶 系 , 其 中 激酶 催化 丙酮 酸 脱氧 酶 在 特定 位 点 的 丝氨酸 残 基 的 磷酸 化 ,从 而 导致 其 活性 丧失 ,磷酸 酶 

的 功能 正好 相反 。 这 两 种 酶 的 活性 又 受到 别 构 效 应 物 的 控制 ,其 中 ADP、CoA、NAD* 和 丙酮 酸 能 够 抑 

制 激 酶 的 活性 ,Ca 能 刺激 磷酸 酶 的 活性 ,这 5 种 物质 共同 维持 丙酮 酸 脱氧 酶 处 于 有 活性 的 去 磷酸 化 

状态 ,而 乙酰 -CoA 和 NADH 作为 正 别 构 效 应 物 激活 激酶 的 活性 ,有 利于 丙酮 酸 脱氧 酶 主要 以 无 活性 

的 磷酸 化 形式 存在 。 
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双 毛 乙酸 是 丙酮 酸 
脱 氨 酶 激酶 的 一 种 特异 性 抑 
制剂 ,如 果 就 将 它 加 入 到 肿瘤 
组 织 之 中 ,可 导致 癌 细 胞 的 大 
量 死亡 ,对 此 你 如 何 解释 ? 
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某 些 高 乳酸 血 症 患者 的 病因 是 体内 的 磷酸 酶 丧失 了 活性 ,从 而 导致 丙酮 酸 脱氧 酶 始终 处 于 无 活 
性 的 磷酸 化 状态 , 丙酮 酸 因 此 在 体内 难以 分 解 ,只 能 被 还 原 成 乳酸 ,最 终 便 出 现 高 乳酸 血 症 。 


第 七 节 TCA 循环 的 起 源 和 进化 


TCA 循环 作为 代谢 世界 极为 重要 的 枢纽 ,有 关 它 的 起 源 和 最 初 的 功能 始终 能 引起 人 们 无 限 的 遐想 
和 十 分 浓厚 的 兴趣 。 它 与 糖 酵 解 不 一 样 ,必须 在 有 氧 的 条 件 下 才 可 以 进行 。 在 生命 出 现 和 进化 的 早期 
阶段 ,大 气 中 缺乏 氧气 ,因此 不 可 能 有 TCA 循环 ,但 这 并 不 影响 到 糖 酵 解 的 进行 。 随 着 生命 的 进化 ,出 
现 了 光合 有 机 体 , 氧 气 随 之 产生 ,可 以 想象 TCA 循环 也 就 渐渐 地 发 展 起 来 ,但 究竟 如 何 发 生 的 呢 ? 

有 一 种 观点 认为 ,最 初 的 TCA 循环 是 由 细胞 中 已 有 的 化 学 反应 “拼凑 "起 来 的 。 其 中 的 一 个 证 据 来 
自 循环 中 的 许多 中 间 产 物 参与 多 种 重要 生物 分 子 的 合成 ,如 氨基 酸 和 中 啉 。 很 显然 ,这 些 重要 生物 分 子 
合成 的 前 体 , 如 丙酮 酸 、a- 酮 戌 二 酸 草 酰 乙 酸 和 琥珀 酸 等 应 该 很 早 就 有 了 ,否则 细胞 无 法 合成 氨基 酸 
和 趾 啉 等 对 于 其 生存 所 必需 的 物质 。 由 于 w- 酮 酸 的 氧化 脱羧 在 热力 学 上 是 极为 有 利 的 ,因此 有 理由 认 
为 w- 酮 酸 的 氧化 脱羧 反应 很 早 就 有 了 。 只 是 当 细胞 有 了 丙酮 酸 脱氧 酶 系 或 w- 酮 成 二 酸 脱氧 酶 系 以 后 ， 
脱羧 、 氧 化 和 硫 酯 键 形 成 这 三 个 反应 才能 被 偶 联 在 一 起 ,而 脱羧 反应 释放 出 来 的 自由 能 正好 用 来 驱动 乙 
酰 -CoA 和 NADH 的 合成 。 显 而 易 见 ,这 三 步 反 应 也 应 该 早 于 TCA 循环 。 支 持 上 面 假说 的 另外 一 个 证 
据 是 由 谷 草 转 氨 酶 催化 的 反应 。 此 反应 也 是 氨基 酸 合成 中 的 一 个 十 分 重要 的 反应 , 它 可 直接 导致 草 酰 
乙酸 的 形成 。 当 草 酰 乙 酸 产生 以 后 ,TCA 循环 的 出 现 也 就 不 远 了 。 基 于 上 述 证 据 , 也 许 最 初 的 TCA 循 
环 所 包括 的 代谢 中 间 产 物 的 数目 少 于 后 来 的 
TCA 循环 ,其 氧化 分 解 丙酮 酸 或 其 他 物质 的 效 
率 也 远 远 低 于 现在 的 TCA 循环 。 

在 原始 的 TCA 循环 出 现 以 后 , 它 当 时 的 
功能 究竟 是 什么 呢 ? 当 我 们 从 逆 时 针 方 向 去 
观察 TCA 循环 的 时 候 , 似 乎 有 了 答案 :CO, 被 
同化 了 (图 23-11)。 这 是 不 是 就 是 TCA 循环 
最 初 的 功能 ? 如 果 是 ,又 该 如 何 驱动 这 个 十 
分 耗 能 的 反应 ? 对 于 这 个 问题 ,有 人 认为 是 
来 自 H2S 与 FeSs 反应 释放 出 的 能 量 。HS 与 
FeSs 反应 的 产物 为 FeS,, 已 发 现 这 种 产物 在 
古老 的 地 质 年 代 中 含量 极为 丰富 ,但 它 是 否 
就 是 原始 的 铁 硫 中 心 还 有 待 于 研究 。 





框 23-1 理论 联系 实际 一 一 短跑 `. 中 跑 与 长 跑 的 能 量 消 耗 

奥运 会 100 m 短跑 比赛 10 左右 就 基本 结束 了 ,而 马拉松 比赛 却 要 两 个 多 小 时 才能 结束 。 这 两 种 运 
动 都 是 赛跑 ,但 它们 利用 的 能 源 却 有 所 不 同 。 

先 看 看 短跑 比赛 。 短 跑 运 动员 能 量 的 直接 来 源 是 存储 在 ATP 分 子 中 的 ,但 储存 的 ATP 数量 非常 有 
限 , 只 有 约 85 g。 这 点 能 量具 能 让 短跑 运动 员 跑 约 3 se 显然 ,机 体 还 要 动用 另 一 个 能 量 储存 一 一 磋 酸 肌 酸 。 
磷酸 肌 酸 也 储存 在 肌肉 中 ,在 需要 的 时 候 , 它 能 将 其 储存 的 高 能 磷酸 键 转移 给 ADP, 以 补充 新 的 ATP。 这 
些 磷酸 肌 酸 贮 备 的 能 量 还 可 让 运动 员 再 跑 五 ,六 秒 ,这 基本 上 够 一 个 运动 员 跑 完全 程 ,等 比赛 结束 的 时 候 ， 
运动 员 体内 的 磷酸 肌 酸 已 被 全 部 耗 尽 。 但 在 现实 中 ,所 有 的 运动 员 在 冲刺 阶段 的 最 后 都 在 相对 放 缓 ,这 是 
因为 能 产 正 在 枯 将 ,最 后 的 冠军 往往 是 在 最 后 冲刺 阶段 减速 最 少 的 人 ! 








再 看 看 中 跑 比 赛 一 一 400 mm 或 800 m 赛跑 。 这 些 选手 需要 跑 更 长 的 时 间 。 当 他 们 消 耗 押 有 的 ATP 和 
磷酸 肌 酸 贮备 以 后 ,就 依赖 于 细胞 合成 新 的 ATP 了 。 实 际 上 ,细胞 一 直 在 制造 ATP, 但 是 因为 跑步 的 时 候 对 
AIP 的 需求 量 很 大 ,细胞 的 产能 反应 便 加 快 了 。 然 而 选手 们 运动 得 太 剧烈 了 ,导致 氧气 的 供应 跟 不 上 ,于 是 肌 
肉 不 得 不 更 依赖 于 糖 酝 解 和 乳酸 发 酵 提 供 能 量 。 在 这 样 的 情况 下 ,乳酸 在 肌肉 中 积累 ,并 扩散 进入 血 流 。 积 
累 在 肌肉 中 的 乳酸 会 不 可 避免 地 导致 肌肉 疲劳 ,最 终 可 导致 肌肉 衰竭, 因此 这 样 的 运动 不 能 持续 很 久 。 

最 后 看 看 马拉松 比赛 , 它 呈 现 的 是 一 个 完全 不 同 的 场景 。 选 手 就 像 短跑 和 中 跑 选 手 一 样 ,很 快 就 消耗 
了 贮备 的 ATP 和 磷酸 肌 酸 。 随 后 , 糖 酝 解 .三 羧 酸 循环 和 氧化 磷酸 化 开始 提速 。 与 中 、\ 短 跑 选手 在 ATP 
生成 上 的 主要 差别 是 :长 跑 选 手 的 肌肉 几乎 全 部 利用 有 和 氧 代谢 产生 的 ATP。 他 们 赛跑 的 速率 可 以 使 他 们 
的 氧气 供应 没有 问题 。 实 际 上 ,只 有 有 和 氧 代谢 才能 提供 连续 数 小 时 的 运动 。 理 论 上 ,这 样 的 条 件 可 以 使 先 
手 先 动用 其 巡 备 的 糖 原 ,然后 是 脂肪 ,从 而 可 以 一 直 跑 下 去 ,但 现实 的 因素 使 选手 不 可 能 一 直 跑 下 去 ,如 脱 
水 和 疲劳 的 影响 。 由 此 可 见 ,长 跑 运 动员 需要 极 佳 的 利用 线粒体 有 和 氧 代谢 产生 ATP 的 能 力 ,而 中 ,短跑 运 
动员 需要 更 强 地 利用 细胞 质 基质 的 无 氧 代谢 产 生 ATP 的 能 力 。 

有 趣 的 是 ,不 同类 型 的 运动 员 在 肌肉 结构 上 的 差别 反映 了 他 们 不 同 的 需求 。 肌 肉 组 织 一 般 由 两 种 主要 
的 肌纤维 组 成 :一 种 是 快 肌 , 大 而 丰满 ,只 有 少量 的 线粒体 , 呈 白 色 , 贮 备 了 大 量 的 糖 原 并 含有 高 水 平 的 糖 酝 
解 和 乳酸 发 酵 所 需 的 酶 。 这 种 肌纤维 很 快 就 会 疲劳 ,原因 是 发 酵 产 能 的 效率 低 。 另 一 种 是 慢 肌 ,其 细胞 的 直 
径 只 有 快 肌 的 一 半 , 呈 红色 ,内 有 大 量 的 肌 红 蛋 白 , 可 贮存 更 多 氧气 。 此 外 ,其 内 还 含有 大 量 的 线粒体 。 由 于 
含有 丰富 的 氧气 和 大 量 的 线粒体 ,因此 慢 肌 更 适合 进行 有 氧 呼 吸 ,这 对 于 长 跑 运动 员 来 说 是 有 益 的 。 已 有 研 
究 发 现 ,短跑 运动 员 的 肌肉 中 含有 更 多 的 快 肌 , 而 需要 出 力 的 长 跑 运动 员 则 有 更 多 的 慢 肌纤维 。 但 一 个 人 肌 
肉 中 快 肌 和 慢 肌 的 相对 含量 是 由 遗传 因素 决定 的 ,还 是 受到 后 天 训练 的 影响 ? 对 这 个 问题 的 回答 是 :两 个 
方面 都 有 作用 。 如 果 单 纯 芳 虑 遗传 因素 的 话 , 也 许 某 些 人 天 生 适 合 做 短跑 运动 , 像 当 今 100 半 跑 世界 纪录 的 
保持 者 博 尔 特 , 其 肌肉 中 存在 更 多 的 快 肌纤维 ;相反 , 某 些 人 更 适合 做 马拉松 选手 。 
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人 第 一 十 四 章 ” 磅 酸 戊 术 途 径 


磷酸 戊 糖 途径 (phosphate pentose pathway,PPP) 又 名 磷酸 已 糖 支 路 (hexose monophosphate shunt， 
HMS) 或 6- 磷酸 葡 糖 酸 途 径 (6-phosphogluconate pathway)。 它 发 生 在 细胞 质 基质 中 ,是 糖 代谢 的 又 一 
条 重要 途径 。 虽 然 此 条 代谢 途径 并 不 产生 ATP 和 NADH, 但 能 够 产生 NADPH 和 核糖 这 两 种 十 分 重 
要 的 生物 分 子 ,因此 它 的 重要 性 并 不 亚 于 糖 酵 解 和 三 羧 酸 循环 。 

本 章 将 重点 介绍 磷酸 戊 糖 途径 的 反应 功能 和 调控 。 


第 一 节 ”磷酸 成 糖 途径 的 全 部 反应 


一 条 完整 的 磷酸 戊 糖 途 径 由 8 步 反 应 构成 ,根据 反应 的 性 质 可 将 其 划分 为 两 个 阶段 , 即 氧化 相 
(oxidative phase) 和 非 氧化 相 (non-oxidative phase)。 


一 、 氧 化 相 
氧化 相 由 3 步 不 可 逆反 应 组 成 , 因 有 2 步 氧化 还 原 反 应 而 得 名 。 
1. 6- 磷酸 葡 糖 的 脱氧 


这 是 一 步 氧化 还 原 反 应 ,一般 被 认为 是 磷酸 戊 糖 途 oO;POCH， 

径 的 第 一 步 反 应 。 催 化 此 反应 的 酶 是 6- 磷酸 葡 糖 脱氧 
OH ax-6- 磷 酸 葡 糖 
酶 (glucose-6-phosphate dehydrogenase,G6PD), 底 物 6- HO OH 
OH 
磷酸 葡 糖 来 自 于 糖 酵 解 的 第 一 步 反 应 ,所 和 电子 的 受 体 RE 
是 NADP`。 经 过 这 一 步 反 应 ,6- 磷酸 葡 糖 被 氧化 为 6- 二 人 6- 磷 酸 葡 糖 脱氧 酶 
十 
磷酸 葡 糖 酸 内 酯 (6-phosphogluconolactone), 同 时 NADP” 
OPOCH， 

被 还 原 成 NADPH。 

这 一 步 反 应 是 磷酸 成 糖 途径 的 限 速 步骤 ,G6PD Na 0 后 卫生 本 机 和 作 
作为 其 中 的 限 速 酶 ,NADPH 既是 它 的 产物 ,又 是 它 的 OH 


强 竞争 性 抑制 剂 。 因 此 ,磷酸 戊 糖 途径 完全 受 [NADPH ]/ [NADP* ] 的 相对 比例 控制 ,如 果 细 胞 内 的 
NADPH 浓度 高 ,磷酸 成 糖 途径 就 会 受到 抑制 ,反之 则 被 激活 。 

2. 葡 糖 酸 内 酯 的 水 解 

这 是 一 步 水 解 反应 。 在 葡 糖 酸 内 酯 酶 (gluconolactonase) 的 催化 下 , 葡 糖 酸 内 酯 环 被 打开 ,生成 6- 
磷酸 葡 糖 酸 。 在 没有 酶 的 情况 下 反应 也 能 进行 ,可 是 速率 太 慢 ,而 有 了 内 酯 酶 可 大 大 加 快 反应 的 速率 。 


人 

“OPOCH， 
0 _ 葡 糖 酸 内 酯 本 人 

HO Se HCOH 


+ | 


OH H2O 瑟 HCOH 
6 一 磷酸 葡 糖 酸 内 栈 人 6 
2 3 
6-- 磷 酸 葡 糖 酸 
3. 6- 磷酸 葡 糖 酸 的 脱氧 


这 是 一 步 氧化 脱羧 反应 ,反应 机 制 与 异 柠檬 酸 脱氧 反应 相似 (参看 第 二 十 三 章 “三 羧 酸 循环 ” ), 由 
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6- 磷酸 葡 糖 酸 脱 氢 酶 (6-phosphogluconate dehydrogenase) 催化 , 氨 和 电子 的 受 体 仍 然 是 NADP*。 反 应 


先是 脱 氢 产生 不 稳定 的 3- 酮 -6- 磷酸 葡 糖 酸 (3-keto-6-phosphogluconate) 中 间 产 物 和 NADPH ,然后 三 羧 酸 循环 中 的 哪 


一 步 反 应 与 此 相似 ? 
发 生 B- 脱羧 反应 ,生成 5- 磷酸 核 酮 糖 。 
COO- ， COO- 
| 瑟 | 
HCOH 汪 HCOH CHOH 
| NADP” NADPH | HT CO， | 
2 > / 一 @ 、\ / T OO 
HCOH 6- 磷酸 葡 糖 酸 脱 氢 酶 HCOH HCOH 
| | 
HCOH HCOH HCOH 
| | 
CHOPO:- CHOPO;- CHOPO3 
6- 磷酸 葡 糖 酸 3- 酮 -6- 磷酸 葡 糖 酸 5- 磷酸 核 酮 糖 
二 、 非 氧化 相 


非 氧化 相 全 部 由 非 氧化 的 可 逆反 应 组 成 ,共有 5 步 , 反 应 的 性 质 是 碳 单 位 的 转移 、 异 构 或 分 子 内 
的 重 排 。 通 过 此 阶段 的 反应 ,6 分 子 戊 糖 转化 成 5 分 子 已 糖 。 

1. 5- 磷酸 核糖 的 形成 

这 是 一 步 酮 糖 与 醛 糖 进行 互 变 的 异 构 化 反应 ,由 磷酸 戊 糖 异 构 酶 (phosphopentose isomerase) 催化 ， 


反应 的 机 制 涉 及 烯 二 醇 中 间 体 (参看 第 二 十 二 章 “ 糖 酵 解 ")。 as 
解 中 的 哪 一 步 反 应 相似 ? 





和 HC 一 0 
GE 三 HCOH 
磷酸 成 本 
HCOH ”一 HCOH 
| 异 构 酶 
HCOH 
CHOPO3 CH;OPO3 
5- 磷酸 核 酮 糖 5- 磷酸 核糖 


到 此 为 止 ,核糖 和 NADPH 这 两 种 重要 的 物质 已 经 形成 ,它们 可 以 分 别 参与 核 苷 酸 的 合成 和 其 他 

生物 分 子 的 合成 ,这 时 的 总 反应 式 可 写成 : 
6- 磷酸 葡 糖 12NADP'+H0 一 一 5- 磷酸 核糖 12NADPH+2H'+CO， 

在 某 些 细胞 内 的 代谢 条 件 下 ,5- 磷酸 核糖 完全 用 于 核 苷 酸 的 合成 ,几乎 没有 剩余 ,而 NADPH 参 
与 其 他 代谢 物 合成 ,因此 对 于 这 些 细胞 来 说 , 确 酸 成 糖 途径 实际 上 已 经 结束 。 然 而 ,很 多 细胞 对 于 人 
NADPH 的 需求 远 远 高 于 5- 磷酸 核糖 ,因此 这 些 细胞 内 的 磷酸 戊 糖 途 径 特 别 活 跃 。 但 与 此 同时 ,5- 磷 
酸 核糖 必然 出 现 过 剩 ,细胞 就 必须 存在 一 种 机 制 能 够 及 时 处 理 这 些 剩余 的 5- 磷酸 核糖 。 事 实 上 , 磷 
酸 戊 糖 途径 余下 的 反应 就 是 为 此 预备 的 。 

余下 的 反应 主要 是 分 子 之 间 碳 单位 的 转移 和 分 子 内 的 重 排 反 应 ,多 余 的 戊 糖 将 经 历 丙 糖 、 丁 糖 、 
己 糖 和 庚 糖 ,最 后 变 成 糖 酵 解 的 中 间 产 物 进行 代谢 。 在 进行 转移 和 重 排 反 应 之 前 ,还 需要 5- 磷酸 木 
酮 糖 的 存在 ,因此 下 一 步 反 应 就 是 生成 5- 磷酸 木 酮 糖 的 反应 。 

2. 5- 磷酸 木 酮 糖 的 形成 

这 是 一 步 由 磷酸 戊 糖 差 向 异 构 酶 (phosphopentose epimerase) 催化 的 异 构 化 反应 ,经 过 这 一 步 反 应 ， 
5- 磷酸 核 酮 糖 变 成 了 它 的 差 向 异 构 体 一 一 5- 磷酸 木 酮 糖 。 

3. 第 一 次 碳 单位 的 转移 和 重 排 反 应 

这 是 一 步 由 转 酮 酶 (transketolase) 催化 的 反应 ,需要 TPP 和 Mg ,反应 机 制 类 似 于 丙酮 酸 脱 氢 酶 
所 催化 的 反应 [ 图 24-1(1)]。 经 过 此 反应 ,5- 磷酸 木 酮 糖分 子 上 的 二 碳 单位 被 转移 到 5- 磷酸 核糖 分 
子 上 ,形成 3- 磷酸 甘油 醛 和 7- 磷酸 庚 酮 糖 (sedoheptulose)。 
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0 0 
G=9 CCG 
| 磷酸 戊 糖 差 向 | 
再 一 GC 一 0 有一 一 羡 0 一 C 一 吾 
| 异 构 酶 | 
HCOH HCOH 
| | 
CH2OPO3 CH2OPO3 
5- 磷酸 核 酮 糖 5- 磷酸 木 酮 糖 
CHOH 
| 
C 一 0 
| 
CH OH 人 
C=O HCOH CHO HCOH 
| 转 酮 酶 | | 
HOCH 十 HCOH 二 HCOH HCOH 
TPP/Mg ， 
HCOH HCOH CHOPO; HCOH 
CHOPO CHIOPO; CHOPO;- 
5- 磷酸 木 酮 糖 5- 磷酸 核糖 3- 磷酸 甘油 醛 7- 磷酸 庚 酮 糖 


4. 第 二 次 碳 单位 的 转移 和 重 排 反 应 

这 是 一 步 由 转 醛 酶 (transaldolase) 催化 的 反应 [ 图 24-1(2)], 不 需要 任何 辅助 因子 ,上 一 步 反应 的 
产物 正好 是 这 一 步 反 应 的 底 物 ,反应 的 机 制 类 似 于 第 一 类 醛 缩 酶 催化 的 反应 (参看 第 二 十 二 章 “ 糖 醇 
解 ”" )。 经 过 此 酶 的 催化 ,7- 磷酸 庚 酮 糖分 子 上 的 三 碳 单位 被 转移 到 3- 磷酸 甘油 醛 分 子 上 ,形成 4- 磷 
酸 赤 八 糖 和 6- 磷酸 果糖 。 


如 何 设计 一 个 实验 
证 明 转 醛 酶 的 催化 机 制 类 似 于 
第 一 类 醛 缩 酶 的 催化 机 制 ? 








CH;OH 
一 0 cHoO CH;OH 
HO 一 上 CHO 0 G 王 6 
| 转 醛 酶 | | 
HCOH + ， HCoH HCOH + HocH 
nn CH2OPO 于 的 ea 
和 3- 磷酸 甘油 本 4 _ 杰 酸 亦 共 本 HCOH 
CHOPO 和 cauopof 
7- 磷酸 扫 酮 粮 6- 磷酸 果糖 


5. 第 三 次 碳 单位 的 转移 和 重 排 反应 
这 又 是 一 步 由 转 酮 酶 催化 的 反应 ,这 一 次 5- 磷酸 木 酮 糖分 子 上 的 二 碳 单位 被 转移 到 4- 磷酸 赤 
人 玖 糖分 子 上 ,形成 3- 磷酸 甘油 醛 和 6- 磷酸 果糖 。 





CH;OH CH;OH 
| | 
GE=6 9 ae 一 0 
转 酮 酶 
HOCH 十 HCOH 一 ~  HCOH + HocH 
| TPP/Mg“ 
HCOH HCOH CHOPO  HCOH 
| 
CH2OPO3 CH2OPO3 HCOH 
CH2OPO3 
5- 磷酸 木 酮 糖 ”4- 磷酸 示众 糖 3- 磷酸 甘油 醛 。 6- 磷酸 果糖 


三 、 磷 酸 戊 糖 途 径 小 结 
以 上 介绍 了 一 个 完整 的 磷酸 戊 糖 途 径 所 涉及 的 所 有 反应 ,其 中 有 以 下 几 点 需要 特别 注意 : 


(D) 1 个 葡萄 糖分 子 是 不 可 能 完成 上 述 反应 的 ,至 少 要 有 3 个 葡萄 糖分 子 同时 进入 才 可 以 完成 。 
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GD) 转 酮 酶 催化 的 反应 2) 转 醛 酶 催化 的 反应 
HaC 
TPP ， cH 一 CHOG)G) 酶 -Lys 一 NH， 人 ao 
人 大 酸 木 丽 粮 人 国 
人 人 
SA 亲 核 进攻 2 2 
本 SS wo 和 H9 一 o8 ee H9 一 o 
六 HC 一 OH HC 一 OH 
地 一 OH 时 一 OH 
上 国 HC 一 0@) HC 一 0@) 
7- 磷 酸 庚 酮 粮 
HaC 人 9 
二 百 
AN 人 HC 一 OH 酶 -Lys 一 N 一 C + 也 
二 CH, 一 玉 | 人 | 
| N 8 8 有 HO 一 C 一 互 
一 C 一 CHOH 六 
也 3C N NH2 HO 1 4_ 磷 酸 赤 花 粮 
HO 一 C 一 也 | 
| C 一 也 
反应 中 间 产 物 了 9 一 OH 人 se 
CHOC) 酶 -Lys 一 N 一 C | 
| CHOC) 
醛 糖 EN 
f 9 
ee HC 一 OH 
人 一 OH 一 0G@) CH;OH 
CHOC) 柄 糖 H2O SEED 
人 
酶 -Lys 一 NH， 中 一 OH 
着 
HC 一 OP) 
6 一 磷酸 果糖 


图 24-1 ， 转 酮 酶 和 转 醛 酶 催化 的 反应 机 理 


(C) 与 糖 酵 解 和 三 羧 酸 循环 不 同 之 处 是 :1 个 葡萄 糖分 子 依次 经 过 糖 醇 解 和 三 羧 酸 循环 后 ,6 个 碳 
原子 可 以 被 完全 氧化 成 CO,, 但 1 个 葡萄 糖分 子 进 入 磷酸 戊 糖 途径 以 后 ,只 有 1 个 碳 被 氧化 为 CO, 其 
余 的 碳 原子 仍然 以 糖 的 形式 存在 ,很 显然 只 有 当 6 个 葡萄 糖分 子 同 时 进入 磷酸 戊 糖 途 径 ,到 最 后 才 相 
当 于 有 1 个 葡萄 糖分 子 完全 被 氧化 成 CO, 和 了 0O。 

(3) 磷酸 戊 糖 途 径 并 不 是 细胞 产生 NADPH 的 唯一 途径 ,比如 异 柠檬 酸 脱氧 酶 . 谷 氮 酸 脱 氢 酶 . 苹 
果 酸 酶 催化 的 反应 和 光合 作用 的 光 反 应 也 能 产生 NADPH。 

(4) 磷酸 成 糖 途 径 发 生 在 细胞 质 基质 ,不 需要 氧气 。 

(5) 与 糖 酵 解 、 糖 异 生 和 三 羧 酸 循环 相 比 , 磷 酸 戊 糖 途径 的 调节 机 制 相当 简单 。 

(6) 根据 细胞 对 NADPH、 核 糖 和 ATP 的 需要 不 同 ,磷酸 戊 糖 途 径 可 以 以 4 种 不 同 的 模式 存在 。 

快速 分 裂 的 细胞 需要 更 多 的 5- 磷酸 核糖 ,以 第 一 种 模式 存在 ;需要 等 量 的 5- 磷酸 核糖 和 
NADPH 的 细胞 以 第 二 种 模式 存在 ;需要 更 多 的 NADPH 以 进行 生物 合成 的 细胞 (如 脂肪 细胞 ) 以 第 三 
种 模式 存在 ;只 需要 NADPH 和 ATP ,而 不 需要 5- 磷酸 核糖 的 细胞 以 第 四 种 模式 存在 (图 24-2)。 





nd 





细胞 合成 核糖 是 不 
是 一 定 要 有 6- 磷酸 葡 糖 脱 
氨 酶 和 6- 磷酸 葡 糖 酸 脱 氢 
酶 ? 为 什么 ? 
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6-- 磷 酸 葡 糖 
6- 磷 酸 果 糖 一 = 5- 磷 酸 核糖 





2NADP” 2NADPH 
6-- 斐 酸 葡 精 一 一 一 5S-- 磷 酸 核 酮 糖 
1,6- 二 磷酸 果糖 CO 


5-- 磷 酸 核糖 


磷酸 二 产 丙 酮 一 一 3- 磷酸 甘 油 醛 


模式 三 模式 四 
2NADP 2NADPH 2NADP 2NADPH 
6- 磅 酸 葡 糖 一 一 一 5- 磅 酸 核 酮 业 6-- 酸 葡 糖 一 、 一 一 5- 磷 酸 核 酮 糖 
CO， 二 
有 5 一 磁 酸 核糖 6-- 磷 酸 果 精 5-- 磷 酸 核糖 
1,6- 二 磷酸 果糖 
1,6- 二 磷酸 果糖 
磷酸 二 羟 丙 酮 一 一 3 一 磷酸 甘油 醛 
磷酸 二 羟 两 本 全 ~ 3_ 酸 甘油 本 了 民 
丙酮 酸 
侠 24-2 ”磷酸 戊 糖 途径 的 变化 
第 二 节 ”磷酸 戊 糖 途径 的 生理 功能 
磷酸 戊 糖 途 径 可 以 磷酸 戊 糖 途 径 的 功能 主要 与 其 产生 的 NADPH .5- 磷酸 核糖 和 4 - 磷酸 赤 爸 糖 有 关 。 此 外 , 它 还 提供 了 
志 变 成 何 种 糖 酵 解 的 | 
下 一 种 将 友 业 转化 为 精 栈 解 中 间 产物 的 手段 ,从 而 使 摄 和 体内 的 成 贸 也 能 够 最 后 进入 糖 醇 解 进行 氧化 分 解 。 


1. 与 NADPH 有 关 生 理 功能 
(1) 提供 生物 合成 的 还 原 剂 NADPH ”需要 NADPH 提供 还 原 能 力 的 生物 合成 途径 包括 脂肪 酸 的 
生物 合成 .胆固醇 的 生物 合成 、 核 苷 酸 的 生物 合成 和 神经 递 质 的 生物 合成 。NADPH 的 缺乏 将 会 削弱 
细胞 合成 这 些 物质 的 能 力 。 正 因为 如 此 ,那些 生物 合成 旺盛 的 组 织 或 细胞 (如 肾上腺 、. 肝 、 举 丸 、 脂 肪 
组 织 . 卵 偶 和 乳腺 等 ) 内 的 磷酸 成 糖 途径 就 特别 活路 。 
2 0 和 训 有 丰富 下 全 丰 肌 于 征 系 信 省 RAIN 大 5 刘 下 均 的 泛 基 化 民风 。 
(3) 免疫 巨 噬 细 胞 (phagocyte) 膜 上 存在 一 
种 叫 NADPH 氧化 酶 (NADPH oxidase) 的 酶 , 它 能 @g gg 0 
催化 NADPH 上 的 电子 转移 给 0,, 形 成 超 氧 阴离子 
以 杀 死 入 侵 的 微生物 (图 24-3)。 在 巨 噬 细 胞 与 微 
生物 的 “较量 "中 ,NADPH 氧化 酶 需要 消耗 大 量 的 
NADPH, 这 严重 依赖 于 磷酸 成 糖 途 径 , 因 此 磷酸 戊 
糖 途径 的 缺乏 将 会 导致 机 体 容 易 受到 感染 。 
G4) 间接 进入 呼吸 链 ”NADPH 并 不 能 直接 进入 





24-3 ， 巨 鸣 细 胞 膜 上 的 NADPH 氧化 酶 的 防御 功能 


呼吸 链 ,但 在 吡啶 核 背 酸 转 氧 酶 (pyridine nucleotide ee 
transhydrogenase) 的 催化 下 ,NADPH 可 将 所 原子 转移 给 2 一 3 + 了 H2O+ROH 
NAD' ,形成 NADH, 再 由 NADH 进入 呼吸 链 产生 ATP。 谷 胱 甘 肽 | 

(5) 维持 红细胞 膜 的 完整 NADPH 是 谷 胱 甘 肽 。 2GSH+NADP+ - 还 原 酶 。 GssG+NADPHA+H+ 


还 原 酶 (gutathione reductase) 的 辅酶 ,在 还 原型 谷 胱 甘 。” 侠 24_-4 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 和 还 原 酶 参与 的 过 氧化 
肽 (GSH) 的 再 生 反应 中 发 挥 着 重要 作用 (图 24-4)。 ” 物 的 清除 
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GSH 在 红细胞 中 主要 有 两 个 功能 :一 是 维护 血红 蛋白 中 的 血红 素 铁 处 于 二 价 状态 ;二 是 使 红细胞 膜 免 受 
过 氧化 物 的 损害 。 这 一 方面 是 因为 红细胞 富 含 氧 气 , 在 富 氧 的 环境 之 中 , 极 易 生成 对 细胞 膜 上 的 脂 质 具 
有 破坏 性 的 过 氧化 物 ; 另 一 方面 是 因为 成 熟 的 红细胞 已 经 完全 丧失 了 合成 蛋白 质 和 脂 质 的 能 力 ,因此 如 
果 它 的 细胞 膜 受 到 损害 就 无 法 修复 , 极 易 造成 溶血 。 在 GSH 的 存在 下 ,红细胞 内 的 一 种 含有 See 残 基 
的 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 能 及 时 清除 过 氧化 物 ,阻止 其 对 红细胞 膜 的 危害 ,从 而 有 利于 维护 膜 的 完整 。 


2. 其 他 有 关 生 理 功 能 
(1) 提供 核 苷 酸 及 其 衍生 物 合成 的 前 体 5- 磷酸 核糖 (人 参看 第 三 十 二 章 “ 核 苷 酸 代 谢 ”)。 
(2) 芳香 族 氨基 酸 和 维生素 Be 的 合成 需要 4- 磷酸 亦 苏 糖 。 


框 24-1 生化 与 健康 一 一 短 豆 与 溶血 性 贫血 

短 豆 病 (Gvism) 又 称 为 遗传 性 6- 磷酸 葡 糖 脱 氢 酶 (G6PD) 缺 乏 症 ,是 一 种 常见 的 与 又 染色体 连锁 的 
不 完全 显 性 遗传 病 。 此 病 患者 编码 G6PD 的 基因 先天 性 缺陷 ,因此 其 体内 红细胞 的 G6PD 的 活性 很 低 。 
由 于 G6PD 是 PPP 的 限 速 酶 ,而 PPP 是 红细胞 产生 NADPH 的 唯一 途径 ,因此 G6PD 的 缺陷 会 影响 到 
PPP 的 活性 ,从 而 使 红细胞 内 的 NADPH 水 平 极 低 ,而 无 法 维持 还 原型 谷 胱 甘 肽 (GSH) 的 再 生 。 

GSH 是 红细胞 清除 引 起 氧化 性 损伤 的 自由 基 所 必需 的 (图 24-4)。 缺乏 GSH 将 使 红细胞 在 受到 氧 
化 性 胁迫 下 很 容易 发 生 破裂 。 因 此 ,缺乏 G6PD 的 人 在 氧化 胁迫 状态 下 很 容易 发 生 洲 血 性 贫血 。 氧 化 
性 胁迫 源 于 机 体感 染 或 者 机 体 直接 接触 一 些 富 含 氧化 剂 的 药物 或 食物 ,例如 抗 疙 疾 的 药物 一 一 伯 氢 呼 
(primaduine), 短 豆 中 的 氧化 剂 一 一 梨 菜 碱 (vicine) 蚕 豆 啼 啶 (divicine) 伴 蚕豆 喀 喧 核 背 (convicine) 和 异 尿 
咪 (isouramib)。 这 些 成 分 在 体内 能 够 增强 自由 基 的 形成 。 当 红细胞 内 的 'GSH 被 耗 尽 以 后 ,其 内 的 多 种 酶 
和 和 蛋白 质 (包括 血红 蛋白 ) 以 及 膜 上 的 脂 质 受 到 氧化 剂 和 自由 基 的 作用 而 被 破坏 ,红细胞 膜 的 完整 性 因此 
受到 影响 ,其 中 的 电解 质 失去 平衡 。 受 损 的 红细胞 受 吞噬 ,离开 循环 系统 ,被 隔离 在 脾 。 血 红 和 蛋白 则 被 代 
谢 成 胆 红 素 ,高 水 平 的 胆 红 素 可 造成 黄 冶 。 

G6PD 缺乏 症 的 临床 表现 与 一 般 的 溶血 性 贫血 大 致 相同 。 因 G6PD 缺乏 而 诱发 的 重度 急性 溶血 性 贫 
血 可 使 红细胞 破坏 过 多 ,如 不 及 时 处 理 ,可 引起 肝 、 肾 或 心 功能 衰竭 ,甚至 导致 死亡 e 有 趣 的 是 ,G6PD 缺 
乏 症 患者 对 并 疾 具有 一 定 的 抵抗 能 力 ,这 是 因为 准 疾 原虫 在 红细胞 生存 需要 高 水 平 的 NADPH。 
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人 ”第 二 十 五 章 ” 糖 异 生 


糖 异 生 (guconeogenesis) 泛 指 细胞 内 由 乳酸 或 其 他 非 糖 物质 净 合 成 葡萄 糖 的 过 程 。 它 主要 发 生 
在 动物 的 肝 (80%) 和 肾 \20%), 是 动物 细胞 自身 合成 葡萄 糖 的 唯一 手段 。 植 物 和 某 些微 生物 也 可 以 进 


行 糖 异 生 。 


本 章 将 重点 介绍 高 等 动物 体内 发 生 糖 异 生 的 所 有 反应 、 糖 异 生 的 生理 功能 ,以 及 糖 异 生 的 调节 。 


第 一 节 ” 糖 异 生 所 涉及 的 全 部 反应 


在 详细 介绍 糖 异 生 的 所 有 反应 之 前 ,首先 需要 明确 在 高 等 动物 体内 有 哪些 物质 可 以 作为 糖 异 生 


的 原料 。 


可 以 作为 高 等 动物 糖 异 生 代谢 途径 前 体 的 物质 有 :乳酸 丙酮 酸 ,奇数 脂肪 酸 、 植 烷 酸 (叶绿素 在 
体内 代谢 的 中 间 产 物 ) 甘 油 、 生 糖 氨基 酸 ( 参 看 第 三 十 一 章 "氨基酸 代谢 ”) 和 三 羧 酸 循环 的 所 有 中 间 
产物 。 不 能 作为 动物 糖 异 生 代谢 途径 前 体 的 物质 有 :乙酰 -CoA 、 偶 数 脂肪 酸 以 及 Leu 和 Lys 两 种 严格 


的 生 酮 氨基 酸 。 

在 植物 和 某 些 微生物 体内 ,由 
于 乙 醛 酸 循环 的 存在 ,乙酰 -CoA 或 
在 体内 能 够 降解 产生 乙酰 -CoA 的 
物质 都 可 以 作为 糖 异 生 的 前 体 。 

下 面 就 以 丙酮 酸 作为 起 始 物 
质 ,看 一 看 它 在 细胞 内 是 如 何 净 转 
变 成 葡萄 糖 的 。 


一 、 从 丙酮 酸 到 葡萄 糖 

图 25-1 为 糖 异 生 途 径 和 糖 酵 
解 途径 的 比较 ,从 图 中 可 以 看 出 , 糖 
异 生 并 不 是 整个 糖 酵 解 途径 简单 的 
首 转 。 其 原因 有 两 个 :一 是 糖 酵 解 
有 3 步 不 可 逆反 应 ;二 是 机 体 在 对 
这 两 种 代谢 实行 交互 调控 的 时 候 不 
人 允许 它们 同时 被 激活 或 被 抑制 , 否 
则 就 会 陷 人 “无 效 "循环 之 中 。 但 是 ， 
糖 异 生 保留 了 糖 酵 解 途径 中 的 所 有 
可 逆反 应 (第 2 步 , 第 4~9 步 ), 属 于 
自身 的 反应 只 有 4 步 。 在 这 4 步 反 
应 中 ,有 2 步 是 用 来 克服 糖 酵 解 的 
最 后 1 步 不 可 逆反 应 ,其 余 2 步 是 
用 来 克服 糖 酵 解 的 第 3 步 和 第 1 步 





Pi ATP 
6-- 磷 酸 葡 糖 磷酸 酶 己 糖 激酶 
H)O ADP 


6- 酸 前 糖 
佬 厂 酸 己 糖 异 构 本 
6 一 磷酸 果糖 


= oa JJ 
ADP 糖 酵 角 


1,6-- 二 个 





3 一 磷酸 甘油 醛 


NAD"+Pi NAD +Pi 
3-- 磷 酸 甘 油 醛 脱氧 酶 








人 本 酸 甘油 酸 变 位 本 
糖 异 生 2- 磷 酸 甘 油 酸 
CO,+GDP | 本 化 
PEP 次 激 酸 磷酸 烯 醇 式 丙 酮 酸 
三 全 ADP 
草 酰 乙酸 aa 
ADP+Pi ATP 
丙酮 酸 羧 化 酶 丙酮 酸 
ATP+CO， 


伟 25-1 ， 糖 异 生 与 糖 酝 解 两 条 代谢 途径 的 比较 





人 5, 


不 可 逆反 应 , 现 分 别 加 以 讨论 。 你 认为 磺 代 乙酸 和 
(一 ) 丙 柄 酸 转 变 成 为 草本 乙酸 re 
这 是 一 步 发 生 在 线粒体 基质 并 且 消 耗 ATP 的 羧 化 反应 ,可 兼作 三 羧 酸 循环 的 回 补 反应 (参看 第 

二 十 三 章 “三 羧 酸 循环 ”), 由 丙酮 酸 羧 化 酶 催化 。 该 酶 需要 生物 素 作为 辅 基 , 需 要 乙酰 -CoA 的 激活 。 

由 于 反应 有 ATP 参与 ,因此 还 需要 Mg ” 或 Mn”。 


了 
O O O O 
SN | 
SA ATp ADP+Pi C 一 0 GTP GDP SC 
| Bi | E: | DR 
CH 隐 。 Co， CH， 
飞人 
丙酮 酸 草 酰 乙酸 PEP 


E,: 丙 酮 酸 羧 化 酶 ;E::PEP 羧 激 酶 
丙酮 酸 羧 化 酶 由 4 个 相同 的 亚 基 组 成 ,每 一 个 亚 基 具 有 3 个 结构 域 , 它 们 分 别 具 有 生物 素 羧 基 载 
体 蛋 白 (biotin carboxyl carrier protein,BCCP) 生 物 素 羧 化 酶 (biotin carboxylase) 和 羧基 转移 酶 (carboxyl 
transferase) 的 活性 (图 25-2)。 生 物 素 辅 基 以 生物 胞 素 的 形式 存在 , 它 所 具有 的 戊 酸 侧 链 与 酶 分 子 的 三 羧 酸 循环 中 有 哪 


一 种 酶 也 具有 细 长 的 臂 ,以 方 
一 个 Lys 残 基 上 的 侧 链 共 价 相连 ,仿佛 一 个 细 长 的 辟 (参看 第 十 四 章 维生素 与 辅酶 ) 从 而 允许 它 的 隋 下 记 袜 中古 了 下风 


环 结构 能 在 两 个 活性 中 心 摆动 ,这 对 整个 羧 化 反应 至 关 重 要 。 间 的 摆动 ? 
0 
本 
C 一 N 
-oO7 





羧 化 生物 素 







与 Lys 残 基 以 酰胺 
键 相连 的 生物 素 


摆动 的 臂 


余 25-2 ”丙丁 酸 次 化 酶 的 结构 模型 


整个 反应 分 为 两 步 ( 图 25-3): 〇 生物 素 骆 环 、HCO; 和 ATP 进入 生物 素 羧 化 酶 的 活性 中 心 ,在 生 ER 
物 素 羧 化 酶 催化 下 ,HCO; 与 ATP 形成 羧基 础 酸 中 间 产 物 (活化 的 羧基 ), 随 后 生物 素 队 环 上 的 N 原子 。” 酮 酸 羧 化 酶 催化 的 反应 需要 
接受 羧基 ,生成 羧基 生物 素 ;@) 羧 化 的 生物 素 骆 环 进入 羧基 转移 酶 的 活性 中 心 ,在 该 酶 活性 的 催化 下 ， 。 生物 素 ? 
羧基 从 生物 素 转移 到 丙酮 酸 分 子 上 形成 草 酰 乙 酸 。 

(二 ) 草 酰 乙酸 转变 为 磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 

这 是 一 步 消 耗 GTP 的 脱羧 反应 ,丢失 的 羧基 来 源 于 前 一 步 反 应 中 刚刚 被 固定 上 去 的 CO,, 由 磷酸 烯 
醇 式 丙酮 酸 羧 激 酶 (phosphoenolpyruvate carboxykinase,PEPCK) 催 化 , 且 需 要 Mg* 或 Mn*。 反 应 历程 参看 
图 25-4, 先 是 草 酰 乙酸 的 脱羧 形成 烯 醇 式 丙酮 酸 阴 离子 中 间 产 物 ,然后 再 发 生 磷 酸化 反应 生成 PEP。 

PEPCK 在 不 同 的 生物 细胞 内 的 定位 不 尽 相同 ,例如 在 人 体内 ,线粒体 基质 和 细胞 质 基 质 均 含 有 这 
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有 人 使 用 基因 工程 
的 方法 ,在 一 个 小 鼠 的 骨骼 
肌 细 胞 中 , 引入 更 多 拷贝 的 
PEPCK 基因 ,使 骨骼 肌 细 胞 
中 表达 的 PEPCK 比 正 常 小 
鼠 多 10 倍 ,结果 发 现 这 种 小 
鼠 更 加 好 动 .侵略 性 更 强 、 能 
跑 更 长 的 距离 。 对 此 你 如 何 
解释 ? 
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| 
(CH2)4 一 C 一 NH 一 (CH2)4 一 酶 


十 
本 .时 7 全 Re 
(CH2?)4 NH (CH2)4 酶 








羧基 生物 素 - 酶 生物 胞 素 
(2) 羧基 转移 酶 催化 的 反应 和 
OoC、 加 作 
由 和 NA HN HE 烯 醇 式 丙酮 酸 
2 | 吕 _ 
， SS CE cr as 70) En 2 
人 Cn 四 1 和 忆 站 号 mu 
人 一 用 
羧基 生物 素 - 酶 草 酰 乙酸 
侠 25-3 ”丙酮 酸 羧 化 酶 的 作用 机 理 
种 酶 , 而 在 小 鼠 体 内 只 存在 于 细胞 质 基 质 , 兔 子 体 
内 只 存在 于 线粒体 。 1 1 
鸟 背 一 0 一 P 一 0 一 P 一 0 一 
如 果 PEPCK 存在 于 线粒体 基质 ,由 它 催化 生 4 _ 4 
成 的 PEP 就 可 以 直接 通过 内 膜 上 专门 的 转运 蛋 
白 运 出 线粒体 ;如 果 PEPCK 存在 于 细胞 质 基 质 ， 和 
就 需要 在 线粒体 基质 ,将 不 能 直接 透 过 线粒体 内 C 了 一 CC 


膜 的 草 酰 乙酸 , 先 转变 成 苹果 酸 或 天 冬 氮 酸 ,然后 
再 通过 内 膜 上 特殊 的 转运 体 ,将 苹果 酸 或 天 冬 所 
酸 运 出 线粒体 。 在 细胞 质 基 质 中 按照 道 反应 的 方 
向 ,将 苹果 酸 或 天 冬 氨 酸 重新 转变 为 草 酰 乙 酸 ( 参 
看 第 二 十 二 章 “ 糖 酵 解 " ), 最 后 再 由 细胞 质 基质 





汪 
磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 


O 
co， (PEP) 


ws CH 
[RS 
2 


草 酰 乙酸 


SS 


余 25-4 ”磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 凑 激酶 的 作用 机 理 


中 的 PEPCK 将 草 酰 乙 酸 转 变 成 PEP。 一 旦 PEP 形成 ,就 可 以 沿 着 糖 酵 解 6 步 连续 的 逆反 应 ,直到 形 


成 1,6- 二 磷酸 果糖 。 
(三 ) 1,6- 二 磷酸 果糖 水 解 为 6- 磷酸 果糖 


这 是 一 步 不 可 逆反 应 ,由 1,6- 二 磷酸 果糖 磷酸 酶 (fructose-1,6-bisphosphatase) 催化 。 


69CHOPO3 0 1CHOPO3 SHOPO3 0 CH2OH 
5 HH HO 玫 2 1,6- 二 磷酸 果糖 磷酸 酶 百 HO 
H 14 3 OH 了 OH 
OH 酝 HO Pi OH 于 
1,6- 二 磷酸 果糖 6-- 磷酸 果糖 


(四 ) 6- 磷酸 葡 糖 水 解 为 葡萄 糖 


这 也 是 一 步 不 可 逆反 应 , 主要 发 生 在 肝 细 胞 的 内 质 网 腔 , 由 6- 磷酸 葡 糖 磷酸 酶 (glucose-6- 





7 


phosphatase) 催化 (参看 第 二 十 七 章 " 糖 原 代 谢 ”)。 大 多 数 细胞 (如 肌 细胞 ) 缺乏 这 种 磷酸 酶 ,因此 它 
们 的 糖 异 生 止 于 6- 磷酸 葡 糖 。 





6CH2OPO3 CH2OH 
5 O 
6- 磅 酸 葡萄 糖 磷酸 酶 了 一 全 下 
1 OH 碧 
OH OH OH OH 
H2O Pi 
碧 OH OH 
6-- 磷 酸 葡 糖 葡萄 糖 
二 、 其 他 物质 进入 糖 异 生 
(一 ) 甘油 进入 糖 异 生 


甘油 进入 糖 异 生 的 过 程 类 似 于 它 进 入 糖 酵 解 (参看 第 二 十 二 章 “ 糖 醇 解 ”) 的 过 程 , 即 先后 在 甘油 
激酶 和 3- 磷酸 甘油 脱氧 酶 的 催化 下 变 成 磷酸 二 羟 丙 酮 ,然后 沿 着 糖 酵 解 相反 的 方向 ,只 需要 克服 2 
步 不 可 道 反 应 就 可 以 转变 成 为 葡萄 糖 。 

(二 ) 乳酸 和 Ala 进入 糖 异 生 

乳酸 和 Ala 首先 分 别 在 乳酸 脱氧 酶 和 谷 两 转氨酶 的 催化 下 变 成 丙酮 酸 , 再 由 丙酮 酸 转 变 为 葡萄 
糖 。 但 在 动物 体内 ,乳酸 发 酵 的 场所 主要 是 肌 细 胞 和 红细胞 ,而 糖 异 生 的 场所 主要 是 肝 细 胞 。 因 此 动 
物体 存在 一 种 特殊 的 循环 , 即 Cori 循环 (Cori eyele): 首 先 在 红细胞 和 肌 细 胞 中 产生 的 乳酸 被 释放 到 血 
液 ,通过 血液 循环 运输 到 肝 细 胞 ,经 糖 异 生 转 变 为 葡萄 糖 ,然后 形成 的 葡萄 糖 离开 肝 细 胞 ,再 经 血液 循 
环 回 到 肌 细 胞 和 红细胞 进行 糖 酵 解 氧化 放 能 ,生成 乳酸 (图 25-5)。 

动物 利用 Ala 作为 糖 异 生 的 前 体 通常 是 在 饥饿 或 禁 食 的 情况 下 发 生 ,因为 在 这 种 情况 下 ,体内 的 
糖 原 消耗 很 多 ,机 体 为 了 维持 血糖 浓度 的 稳定 ,使 用 蛋白 质 和 脂肪 作为 替代 能 源 。 当 肌肉 细胞 内 蛋白 
质 被 水 解 为 氨基 酸 以 后 ,其 中 的 Ala 可 以 经 过 丙 氨 酸 循环 (alanine cycle) 进 入 肝 细 胞 (图 25-5), 在 肝 细 
胞 内 经 谷 丙 转氨酶 的 催化 ,转变 成 为 丙酮 酸 ,失去 的 氨基 进入 尿素 循环 ,转变 成 尿素 排出 体外 (参看 第 
三 十 一 章 “ 氨 基 酸 代谢 ”)。 丙 酮 酸 则 经 糖 异 生生 成 葡萄 糖 ,葡萄 糖 离开 肝 细 胞 ,通过 血液 循环 回 到 肌 
细胞 氧化 放 能 ,生成 丙酮 酸 ,而 丙酮 酸 可 以 再 转变 为 丙 氨 酸 ,并 重复 先前 的 循环 。 


糖 异 生 
NADH/H 


四 
NAD 


LDH :乳酸 脱 氧 酶 
GPT: 谷 丙 转 氮 酶 





(肌肉 细胞 或 红细胞 ) (肌肉 细胞 ) 
Cori 循 环 Ala 循环 


25-5 Cori 循环 和 Ala 循环 
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若是 以 草 酰 乙 酸 作 
为 起 始 物质 进行 糖 异 生 , 每 产 
生 1 分 子 葡萄 糖 ,需要 消耗 多 
少 ATP? 


为 什么 乙醇 在 体内 
能 抑制 糖 异 生 ? 
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(三 ) 丙 酸 、 生 糖 氨 基 酸 和 三 羧 酸 循环 的 中 间 产 物 进 入 糖 异 生 
这 些 物 质 都 是 通过 特定 的 反应 先 转变 为 草本 乙酸 ,再 进入 糖 异 生 的 ,具体 反应 分 别 参看 第 二 十 九 
“脂肪 酸 代谢 ”第 三 十 一 章 "氨基 酸 代谢 ”和 第 二 十 三 章 “三 羧 酸 循环 "。 


攻 


三 、 糖 异 生 的 能 量 消耗 

糖 异 生 和 糖 酵 解 的 总 反应 的 AC 都 是 负 值 ,因此 在 热力 学 上 都 是 有 利 的 。 

如 果 以 丙酮 酸 作为 糖 异 生 的 起 始 物质 , 则 总 反应 式 为 : 

2 丙酮 酸 + 2NADH + 4ATP + 2CTP + 6H2O + 4H'- 证 8 生 > 葡萄 灶 + 2NAD'+ 4ADP+2CDP + 6Pi 

这 是 一 个 高 度 耗 能 的 过 程 , 共 消 耗 了 6 分 子 ATP ,被 消耗 的 能 量 主 要 用 来 克服 糖 酵 解 途径 中 的 3 
步 不 可 道 反应 。 


第 二 节 ，” 糖 异 生 的 生理 功能 


糖 异 生 的 生理 功能 主要 包括 以 下 几 个 方面 : 

(GD) 在 饥 煞 或 糖 类 摄 人 不 足 的 情况 下 ,可 以 补充 血糖 ,维持 血糖 浓度 的 稳定 ,为 那些 特别 依赖 葡 
萄 糖 氧 化 放 能 的 细胞 和 组 织 ( 如 脑 和 红细胞 等 ) 提供 燃料 。 由 于 糖 原 是 一 种 短期 能 源 贮 备 ,一 个 人 要 
是 禁 食 24 h ,那么 其 体内 所 有 的 糖 原 都 会 耗 尽 , 因 此 在 长 时 间 饥 饿 的 情况 下 , 糖 原 对 稳定 血糖 浓度 已 
无 贡献 ,这 时 只 能 依赖 于 糖 异 生 。 乙 醇 在 体内 能 够 抑制 糖 异 生 , 因 此 空腹 饮酒 更 容易 引起 醉酒 。 

(2) 人 acidosis)。 au 
(如 乳酸 和 酮 体 ) 在 体内 的 堆积 ,引起 


代谢 性 酸 中 毒 。 然 而 , 肾 细胞 内 发 一 RE 攻 欧 贸 

生 的 糖 异 生 能 增强 质子 从 体内 的 排 = so 

出 ,因而 能 够 减轻 或 消除 代谢 性 酸 Gh ES ah 脱 气 本 。 责 友 一 酸 一 -= 苯 攻 和 

中 毒 ( 图 25-6)。 一 一 -下 一 一 一 一 一 
(3) 植物 和 某 些 微生物 使 用 乙 于 NH -= NH4 _NH， 尿 

酸 作为 糖 异 生 的 前 体 , 使 得 它们 能 

以 乙酸 作为 唯一 碳 源 全 25-6 此 细 隐 内 通过 六 异 生 解除 琶 中 毒 的 过 程 


框 25-1 生化 研究 动态 嗜 热 古 菌 的 一 种 特殊 的 双 功 能 酶 

细菌 \ 古 菌 和 真 核 生 物 都 能 够 进行 糖 异 生 ,只 不 过 是 糖 异 生 的 前 体会 有 差别 。 

参与 糖 异 生 的 酶 多 数 是 与 糖 酵 解 共享 的 ,如 醛 缩 酶 。 然 而 , 古 菌 中 似乎 缺乏 醛 缩 酶 。 这 听 起 来 就 有 点 
不 可 思议 ! 2010 年 4 月 ,Rafael Say 和 Georg Fuchs 发 现 , 古 菌 中 的 1,6- 二 磷酸 果糖 磷酸 酶 在 行使 醋 缩 酶 
的 功能 ,虽然 参与 醛 缩 酶 反应 的 氨基 酸 残 基 离 底 物 结合 位 点 很 远 。 

2011 年 10 月 ,Juan Da 和 Wei Li 在 对 一 种 嗜 热 古 菌 (THhermoproteus meuirophilus) 进行 的 研究 中 , 获 
得 了 这 种 身 兼 两 职 的 双 功 能 酶 一 1,6- 二 磋 酸 果糖 醛 缩 酶 / 磷酸 酶 (fuctose 一 1,6-bisphosphate aldolase/ 
phosphatase,FEBPAP) 高 分 辩 率 的 3D 结构 。 结 果 他 们 惊奇 地 发 现 ,这 种 酶 在 催化 两 种 不 同 反 应 的 时 候 , 会 
重 塑 活性 中 心 的 结构 。 

FBPAP 在 催化 糖 异 生 的 时 候 , 首先 通过 醛 缩 酶 的 活性 ,催化 热 不 稳定 的 磷酸 二 产 基 丙酮 LDHAP) 与 
3- 磷酸 甘 竹 醛 (GAP) 缩 合成 1,6- 三 磷酸 果糖 (FBP), 然后 再 通过 1,6- 二 磷酸 果糖 磷酸 酶 的 活性 ,将 
1,6- 二 磷酸 果糖 不 可 逆 地 水 解 成 6- 磷酸 果糖 和 无 机 磷酸 。 在 反应 中 ,没有 任何 中 间 产 物 释 放 。 这 种 酶 
可 以 通过 移动 环 结构 来 重 塑 活性 中 心 ,使 其 能 够 催化 不 同 的 反应 。 





EBPAP 具有 3 个 重要 的 
环 :第 一 个 是 醛 缩 酶 环 , 由 位 于 
220~ 235 位 氨基 酸 的 肽 段 组 成 ， 
其 中 的 X232 和 Y229 是 醛 缩 酶 
活性 所 必需 的 ;第 二 个 是 磷酸 酶 
环 ,由 89~111 位 氨基 酸 的 肽 段 
组 成 ,其 作用 是 将 中 间 产 物 FBP 












353~ 364 位 氨基 酸 的 肽 段 组 成 ， 
其 作用 是 将 醛 缩 酶 催化 形成 的 
EBP 给 固定 住 (图 25-7)。 
FBPAP 在 没有 结合 任何 底 
物 之 前 , 酶 的 活性 中 心 结合 有 2 
个 Me , 底 物 很 容易 接近 。 当 
SS DHAP 结合 以 后 ,第 三 个 Me 
随 之 进入 ,促使 醛 缩 酶 环 上 的 K232 与 DHAP 的 鸯 基 形 成 希 夫 碱 ,这 时 锚 定 环 后 缩 ,以 配合 构象 的 变化 。 
随后 ,第 二 个 底 物 GAP 进入 活性 中 心 , 与 DHAP 缩合 成 FEBP, 导致 希 夫 碱 的 释放 。 而 希 夫 碱 的 释放 诱发 
醛 缩 酶 环 发 生 重 排 ,从 而 创造 了 第 四 个 Mg 的 结合 位 点 。 当 第 四 个 Mg 结合 以 后 ,磷酸 酶 环 发 生 剧烈 
的 构象 变化 而 将 活性 中 心 关 闭 。 一 旦 FBP 在 Cl 位 置 的 磷酸 基 团 被 水 解 ,活性 中 心 的 四 镁 中 心 便 解体 ,三 
个 环 立刻 恢复 到 原来 的 构象 和 位 置 (图 25-7)。 
嗜 热 古 菌 的 两 种 酶 融 为 一 体 ,组 装 成 活性 中 心 可 以 重 塑 的 双 功 能 酶 ,显然 是 对 高 温 环境 的 一 种 适应 。 
高 温 下 的 DHAP 和 GAP 很 不 稳定 ,FBPAP 借助 构象 的 变化 与 磷酸 解 反 应 的 偶 联 ,使 得 醛 缩 酶 的 反应 变 得 
不 可 逆 , 这 样 有 利于 将 胞 内 对 热 敏 感 的 底 物 保持 在 较 低 的 水 平 。 


第 三 节 ” 糖 异 生 的 调节 


正如 前 述 , 糖 异 生 和 糖 酵 解 在 热力 学 上 都 是 有 利 的 。 为 了 避免 “无 效 " 循环 ,生物 体内 的 糖 异 生 调 
节 与 糖 酵 解 调节 是 高 度 协调 的 ,这 种 协调 能 够 保证 在 任何 时 候 细 胞 的 这 两 条 代谢 途径 不 可 能 都 处 于 活 
路 的 状态 ,而 是 “一 张一弛 ” ,但 究竟 哪 一 条 途径 被 激活 或 被 抑制 完全 取决 于 细胞 当时 的 能 量 状 态 , 以 及 
体内 葡萄 糖 的 贮存 情况 和 其 他 燃料 的 利用 情况 。 

如 图 25-8 所 示 , 糖 异 生 途 径 中 受 调 节 的 酶 ,也 就 是 用 于 克服 糖 酵 解 3 步 不 可 逆反 应 的 4 个 酶 ， 
即 丙 酮 酸 减 化 酶 、PEP 羧 激 酶 .1,6- 二 磷酸 果糖 磷酸 酶 和 6- 磷酸 葡 糖 磷酸 酶 。 其 中 1,6- 二 磷酸 果 
糖 磷酸 酶 是 最 重要 的 调节 酶 ,调节 的 方式 主要 是 别 构 调 节 。 在 肝 细 胞 ,那些 作为 糖 酵 解 正 别 构 效 应 物 
的 分 子 几乎 都 是 糖 异 生 的 负 别 构 效 应 物 ;相反 ,那些 作为 糖 酵 解 负 别 构 效 应 物 的 分 子 通常 作为 糖 异 生 
的 正 别 构 效 应 物 。 

1,6- 二 磷酸 果糖 磷酸 酶 的 正 别 构 效 应 物 是 柠檬 酸 , 负 别 构 效应 物 是 2,6- 二 磷酸 果糖 和 AMP, 其 
中 2,6- 二 磷酸 果糖 的 浓度 受到 胰岛 素 、 胰 高 血糖 素 和 肾上腺 素 的 控制 (参看 第 二 十 二 章 “ 糖 酵 解 ”)。 
PEP 羧 激 酶 和 丙酮 酸 羧 化 酶 的 负 别 构 效 应 物 均 是 ADP ,丙酮 酸 羧 化 酶 的 正 别 构 效应 物 是 乙酰 -CoA。 

这 里 需要 就 “机 体 选 择 乙 酰 -CoA 作为 丙酮 酸 羧 化 酶 的 激活 剂 " 进行 专门 的 解释 :在 一 般 情 况 下 ， 


+GAP- 固定 在 结合 口袋 上 ,以 方便 三 酸 
人 酶 的 催化 ;第 三 个 为 错 定 环 ,由 ， 
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脂肪 酸 的 氧化 与 糖 异 生 是 "相伴 
相 随 ”的 ,脂肪 酸 作为 细胞 的 一 种 
高 效 燃料 , 它 的 氧化 既 可 以 产生 大 
量 ATP, 还 可 以 产生 乙酰 -CoA 和 





NADH 等 中 间 产物 。 当 细胞 通过 虽 AMz /不 丙 呈 汪 当 本 -1 GF-2.6-2P 
GOATP 1.6- 二 磷酸 果糖 磷 酸 酶 ) OAMP 

脂肪 酸 氧化 产生 足够 的 ATP 时 ,也 号 汪汪 人 因 检 基本 

就 降低 了 对 糖 酵 解 产生 ATP 的 依 

赖 ,这 时 候 糖 异 生 应 该 加 强 , 生 成 的 @ 曲 ADP 





葡萄 糖 可 以 稳定 血糖 的 浓度 ,为 那 本 徊 贾 酸 激酶 PEP 羧 激酶 1 
些 严 重 依赖 葡萄 糖 氧化 供 能 的 组 ”加 Ala 两 本 酸 交 化 本 [草酸 乙酸 | 
织 提供 葡萄 糖 。 已 知 乙酰 -CoA 和 遇 ae GoA 
NADH 可 以 直接 或 间接 地 抑制 丙酮 
酸 的 氧化 脱羧 ,这 就 为 丙酮 酸 进 入 
糖 异 生 提供 了 可 能 。 如 果 此 时 乙酰 -CoA 能 够 激活 丙酮 酸 羧 化 酶 的 活性 , 则 生成 的 草 酰 乙酸 可 以 与 乙 
酰 -CoA 缩合 成 柠檬 酸 ,柠檬 酸 作为 负 别 构 效 应 物 能 强烈 抑制 PFK-1 的 活性 ,也 就 减少 了 1,6- 二 磷 
酸 果糖 的 浓度 ,也 就 等 于 降低 了 1,6- 二 磷酸 果糖 对 丙酮 酸 激酶 的 前 馈 激 活 , 阻 止 了 糖 酵 解 的 最 后 一 
步 反 应 。 由 此 看 来 ,机 体 选 用 乙酰 -CoA 作为 丙酮 酸 羧 化 酶 的 正 别 构 效 应 物 , 既 可 以 协调 糖 异 生 和 糖 
醇 解 ,也 可 以 协调 糖 代 谢 和 脂肪 酸 代 谢 。 

除了 别 构 效应 物 对 糖 异 生 途 径 的 几 种 调节 酶 的 直接 调控 以 外 ,还 有 人 在 研究 PEP 羧 激 酶 的 基因 表 
达 控 制 的 时 候 , 发 现 它 的 启动 子 周 围 具 有 一 系列 调控 序列 ,如 胰岛 素 应 答 元 件 (insulin-response element， 
IRE),. 糖 皮质 激素 应 答 元 件 (glucocorticoid hormone-response element,GRE) 和 cAMP 应 答 元 件 cAMP-response 
element,CRE) 等 (图 25-9), 这 说 明 该 酶 的 浓度 直接 受到 胰岛 素 、 糖 皮质 激素 、 胰 高 血糖 素 和 肾上腺 素 等 
控制 。 换 名 话说 ,这 几 种 激素 可 以 通过 控制 PEP 羧 激酶 的 基因 表达 直接 控制 糖 异 生 。 

OU 的 寺 抽 后 人 
二 二 二 二 是 凡 入 攻关 帮 轴 关中 本 区 机。 caspasepiapsgeag es 
的 限 速 酶 和 糖 异 生 的 限 速 酶 同时 被 激活 而 发 IRE 
生 * 无 效 "循环 。 关 于 “无 效 "循环 , 它 曾 -- 直 -500 。  、 nu 
被 视 为 一 种 浪费 能 量 的 无 意义 循环 ,但 到 现在 ER 
为 止 ,发现 它 至 少 具 有 两 种 功能 :一 是 能 够 放 
大 代谢 调节 的 信和 号 ;二 是 能 够 生 热 。 现 就 这 两 
种 功能 分 别 加 以 讨论 :如 图 25-10 所 示 , 如 果 
A 到 B、B 到 A 同时 发 生 , 但 速率 不 同 ,其 中 人 AA 
到 了 B 的 流量 为 100, 而 B 到 A 的 流量 为 90, 则 
A 到 了 B 的 净 流 量 为 10。 这 时 如 果 将 A 到 了 B 的 
流量 提高 20% ,B 到 A 的 流量 减少 20% , 则 原 
来 A 到 B 和 B 到 A 的 流量 分 别 变 成 了 120 和 
72, 净 流量 变 成 48 ,这 意味 着 速率 20% 的 变化 
带 来 了 A 到 了 净 流 量 380% 的 增加 ,这 的 确 是 6- 样 酸 果 精 。 6 一 
一 种 可 观 的 放大 。 ae 

“无 效 " 循环 作为 产 热 手 段 已 在 大 黄蜂 Pi CR 2 
(humblebee) 体内 得 到 肯定 。 普 通 的 蜜蜂 很 难 
生存 在 10 民 的 环境 下 ,但 大 黄蜂 却 能 ,其 胸部 侠 25- 10 “无 效仿 环 的 两 各 能 





四 25-8 8 ” 糖 异 生 和 糖 酝 解 的 交互 调节 
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温度 可 达到 30YC。 而 它 产 热 的 手段 就 是 其 飞翔 肌 细胞 通过 PFK-1 和 1,6- 二 磷酸 果糖 但 酸 酶 构成 的 到 本 章 为 止 ,你 各 
“无 效 "循环 ,将 ATP 转变 为 热 。 已 发 现 , 它 的 1,6- 二 磷酸 果糖 位 酸 酶 不 受 AMP 的 变 构 抑制 。 显 然 ， 和 Ji 


这 种 特殊 的 磷酸 酶 就 是 为 大 黄蜂 产 热 预 备 的 。 


推荐 网 址 : 本 章 小 结 填 填 看 
1. http:/Wen.wikipedia.org/wiki/Gluconeogenesis (维基 百科 有 关 糖 异 生 的 内 容 ) 
2. http:Wthemedicalbiochemistrypage.org/gluconeogenesis.html (完全 免费 的 医学 生物 化 学 课程 网 站 ,有 关 
糖 异 生 的 内 容 ) 
3. http :Wwww.rpiedu/deptbcbp/molbiochem/MBWeb/mb1l/part2/gluconeo.htm (美国 伦 斯 勒 理 工学 院 的 一 
个 分 子 生 物化 学 课程 网 站 ,有 关 糖 异 生 的 内 容 ) 
4. http :Wwww-.wiley.com/ecollege/boyer0470003790/animations/gluconeogenesis/gluconeogenesis.htm ( 糖 异 
生 的 互动 动画 ) 
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如 何 设计 一 个 简单 
的 实验 ,证 明 释 放出 来 的 氧 来 
自 H2O ,而 不 是 CO， ? 
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包 ”第 二 十 六 章 ”光合 作用 


光合 作用 (photosynthesis) 的 字面 意思 就 是 “用 光合 成 ,更 具体 的 含义 是 指 生物 利用 光 能 合成 有 
机 分 子 (主要 是 糖 类 ) 的 过 程 。 能 够 进行 光合 作用 的 生物 统称 为 光合 有 机 体 (photosynthetic organism)， 
包括 绿色 植物 藻类 蓝 细菌 (cyanobacteria) 和 紫色 细菌 。 光 合作 用 不 仅 是 生物 固定 CO, 的 主要 手段 ， 
还 是 大 气 中 0, 的 主要 来 源 。 

本 章 将 以 高 等 植物 为 例 ,详细 介绍 光合 作用 中 光 能 是 如 何 被 捕获 ,传递 和 转化 以 及 C0; 是 如 何 得 
以 固定 的 。 


第 一 节 光合 作用 的 基本 过 程 


光合 作用 的 总 反应 式 可 写成 :CO,+ 2HA- 驹 - [CHO]+HO+2A 

在 这 里 可 将 整个 反应 视 为 一 种 氧化 还 原 反 应 ,氧化 剂 总 是 CO,, 还 原 剂 用 HA 表示 ,但 并 不 总 是 
H20 ,也 可 能 是 HS 或 其 他 物质 ,这 与 光合 有 机 体 的 性 质 有 关 ( 表 26-1)。 如 果 还 原 剂 为 HO ,就 必然 有 
0; 的 释放 。 释 放出 来 的 氧 来 自 水 分 子 。 





上 表 26-1 不 同 光 合 有 机 体 发 生 的 光合 作用 的 总 反应 式 及 其 还 原 剂 





AN 人 还 原 剂 人 
植物 .藻类 . 蓝 细 菌 EHO Co;+2H20 一 [CHO ]+HO+0O， 
绿色 硫 细菌 HS CO;+2HS 一 [CHO ]+ H2O +S， 
非 硫 光 合 细菌 H2 Co,+ 2H. 一 [CHO ]+ HO 
乳酸 或 其 他 CO,+2 乳 酸 一 [CHO ]+ H2O + 2 丙酮 酸 


由 于 绝 大 多 数 光 合 有 机 体 将 水 作为 最 终 的 还 原 剂 ,因此 总 反应 式 常 写成 : 
CO,+2HO -着 生 [CHO]+HO+0， 
rreanpeaneicpeeaaaasaiaaaipasaipoaan 
作用 的 过 程 。 例 如 在 任何 光合 有 机 体内 , 光 并 不 能 光 能 
直接 驱动 CO, 的 固定 ,H20 也 不 能 直接 还 原 CO,。 本 


整个 光合 作用 实际 上 是 由 两 个 相对 独立 的 反应 , 即 人 


Go)， 
光 反 应 (light reaction) 和 暗 反应 (dark reaction) 组 NADP” ,ADP 

成 (图 26-D)。 在 光 反 应 中 , 光 能 被 色素 捕获 并 用 一 NA 
来 直接 驱动 也 0 的 氧化 ,先后 有 0, 的 释放 、NADP” 0， 了 0O cH 


的 还 原 和 ATP 的 合成 ;在 暗 反 应 中 , 光 反 应 产生 的 
NADPH 和 ATP 被 用 来 驱动 CO, 的 同化 。 四 26-1 光合 作用 的 总 过 程 





第 二 节 ”植物 光合 作用 的 细胞 堪 一 一 叶绿体 


对 于 高 等 植物 和 藻类 植物 来 说 ,光合 作用 被 局 限 在 叶绿体 (chloroplast) 之 中 。 叶 绿 体 是 一 种 由 双 
层 膜 包 被 的 细胞 器 ,其 最 重要 的 结构 特征 是 内 部 具有 高 度 发 达 的 片 层 状 膜 系统 (图 26-2)。 这 可 大 大 





提高 光 吸 收 的 面积 ,从 而 有 利于 光 能 的 捕获 。 叶 绿 体 主要 存在 于 植物 的 叶肉 细胞 (mesophyll cell), 其 
内 部 被 内 膜 所 包 被 的 可 溶性 物质 称 为 基质 (stroma), 浸 和 在 基质 中 由 膜 包 被 的 扁平 赛 状 结构 称 为 类 吉 
体 (thylakoid)。 由 类 圳 体 膜 包 被 的 空间 称 为 类 宫 体 腔 (thylakoid lumen)。 由 若干 个 类 宫 体 志 和 在 一 
起 而 构成 的 结构 单位 称 为 基 粒 (grana)。 一 个 叶绿体 内 的 基 粒 数目 在 40 ~ 60, 基 粒 之 间 通 过 基质 片 
层 (stroma lamellae) 相连 。 在 结构 上 ,基质 片 层 实际 上 是 类 圳 体 的 延伸 。 

虽然 蓝 细菌 和 其 他 原核 光合 有 机 体 没有 叶绿体 ,但 它们 的 细胞 质 也 含有 类 似 于 类 宫 体 的 片 层 腊 
结构 。 

类 寺 体 膜 上 集中 了 各 种 与 光 反 应 相关 的 成 分 ,如 光合 色素 .与 光合 色素 结合 的 蛋白 质 . 电 子 传 递 
体 、ATP 合 酶 等 ;而 基质 中 则 含有 各 种 催化 暗 反应 的 酶 .辅助 因子 和 中 间 代 谢 产 物 等 。 因 此 ,光合 作用 
的 光 反 应 是 在 类 宫 体 膜 上 进行 的 ,而 暗 反 应 则 发 生 在 基质 。 


第 三 节 光 反 应 


光 反 应 包括 光 能 的 吸收 ` 传 递 和 转化 ,水 的 光 解 ,电子 传递 ,NADP* 的 还 原 和 光合 磷酸 化 等 反应 。 

参与 光 反 应 的 各 成 分 在 类 圳 体 膜 上 组 装 成 5 种 复合 体 (图 26-3), 这 与 线粒体 内 膜 上 的 呼吸 链 很 
相似 。 这 5 种 复合 体 包括 光 系 统 I(PST)、 光 系统 开 (PSJT)、 细 胞 色素 byf 复合 体 、 铁 氧 还 蛋白 -NADP* 
氧化 还 原 酶 (ferredoxin-NADP* oxidoreductase) 和 CEFFo-ATP 合 酶 。 前 四 种 复合 体 与 光 能 的 吸收 传递 、 
转化 和 电子 传递 以 及 跨 类 圳 体 膜 质子 梯度 的 建立 .NADP 的 还 原 相 关 , 最 后 一 种 复合 体 是 利用 质子 梯 
度 催 化 光合 磷酸 化 的 酶 , 它 在 结构 和 功能 上 与 线粒体 内 膜 上 的 FFo-ATP 合 酶 极为 相似 。 在 复合 体 之 
间 存 在 流动 的 电子 传递 体 ,其 中 质 体 醒 (plastoquinone) 在 结构 和 性 质 上 与 CoQ 很 相似 ,在 光 系 统 开 和 
细胞 色素 byf 复合 体 之 间 充 当 流动 的 电子 传递 体 ; 质 体 蓝 素 (plasticocyanin,PC) 是 一 种 含有 铜 离子 的 
可 溶性 膜 外 在 蛋白 ,与 细胞 色素 e 相似 ,可 作为 细胞 色素 bwf 复合 体 和 光 系 统 工 之 间 流 动 的 电子 载体 ; 
铁 氧 还 蛋白 则 是 光 系统 [ 和 铁 氧 还 蛋白 -NADP* 氧化 还 原 酶 之 间 流 动 的 电子 载体 。 


基质 






2NADP"+2H 


CF,F,-ATP 合 酶 
PS 类 褒 体 腔 


舍 26-3 ， 光 反应 的 电子 传递 以 及 光合 磷酸 化 





《26, 
在 高 等 动物 体内 ， 
何 种 细胞 具有 类 似 的 襄 泡 状 
结构 ? 


基 粒 











26-2 ”叶绿体 的 亚 显 微 
结构 及 其 模式 结构 
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一 、 光 能 的 吸收 和 传递 

(一 ) 光合 色素 的 结构 与 
功能 

光合 作用 的 第 一 步 是 光 
能 的 捕获 和 吸收 ,其 最 初 的 反 
应 是 通过 类 圳 体 膜 上 的 吸光 
色素 (light-absorbing pigment) 
来 完成 的 。 为 了 能 够 充分 利 
用 太阳 光 中 的 能 量 ,光合 有 机 
体 在 进化 中 已 形成 一 套 由 吸 
收 波长 不 同 的 色素 构成 的 高 
效 的 吸光 装置 (图 26-4) 这 300 400 500 600 700 站 800 


套装 置 能 有 效 地 捕获 可 见 光 
和 近 红 外 光 的 能 量 轩 2- 4 ”不同 光 合 色素 的 光 豚 收 


吸光 色素 主要 有 叶绿素 (chlorophyl) ,类 胡 葛 卜 素 (carotenoid) 和 菠 胆 素 (phycobilin)3 类 ,其 中 叶 绿 
素 又 分 为 ab、e、d 和 e, 类 胡 葛 卜 素 包括 B- 胡 葛 卜 素 (carotene) 和 叶 黄 素 (lutein), 薄 胆 素 包括 藻 蓝 素 
(phycocyanobilin) 和 省 红 素 (phycoerythrobilin)。 高 等 植物 中 存在 的 吸光 色素 包括 叶绿素 a、b 和 类 胡 葛 
卜 素 , 藻 红 素 只 存在 于 蓝 细菌 和 菠 类 植物 ,光合 细菌 含有 细菌 叶绿素 (bacteriochlorophyll)。 植 物 中 的 
叶绿素 主要 吸收 蓝光 和 红 光 ,类 胡 葛 小 素 主要 吸收 蓝 绿 光 , 藻 胆 素 主 要 吸收 不 被 叶绿素 和 类 胡 葛 下 
素 吸 收 的 可 见 光 ,而 光合 细菌 中 的 细菌 叶绿素 能 有 效 地 吸收 红外 光 。 绿 光 和 黄 光 不 能 有 效 地 被 植 
物 中 的 色素 吸收 ,也 正 是 植物 叶子 一 般 呈 绿色 的 原因 。 
主要 色素 的 化 学 结构 见 图 26-5。 最 值得 注意 的 是 叶绿素 ， 它 非 常 像 血红 素 ， 但 与 吡咯 环 结合 合 的 不 








叶绿素 b 为 CHO 
必 CH， 
2 CH; 细菌 叶绿素 
8 为 饱和 单 键 
CHi CH2CH3 
叶 绿 醇 侧 链 CH 
CH 
1 〖 en 3 
CH 2 
S o7 站 AN O 
人 
叶绿素 a 
CoOoO Coo 


CH; CH CH CH CH3 
| | | | 洗 蓝 素 为 | 
CEB CH GE 9 Ga CH Ga CH2 


厂 本 ， 
基 二 0 


互 再 互 





是 Fe 而 是 Mg 。Mg 所 起 的 作用 是 影响 各 吡咯 环 上 的 电子 分 布 , 以 保证 有 多 个 电子 处 在 高 能 轨道 
上 ,从 而 有 利于 光 能 的 捕获 和 转移 。 另 外 ,4 个 吡咯 环 中 的 1 个 已 被 还 原 。 此 外 ,叶绿素 还 具有 一 个 踊 
水 的 叶 绿 醇 链 , 叶 绿 醇 链 的 作用 是 将 叶绿素 锚 定 在 类 圳 体 膜 上 。 

虽然 不 同 的 色素 在 化 学 结构 上 差别 很 大 ,但 它们 都 带 有 多 个 共 斩 的 双 键 ,这 种 特征 也 存在 于 其 他 
一 些 吸光 的 物质 之 中 ,比如 视网膜 细胞 中 的 视 紫红 质 、 紫 细菌 中 的 菌 紫 质 和 参与 DNA 紫外 损伤 修复 
的 光复 活 酶 各 自 的 辅 基 都 具有 类 似 的 结构 。 

类 圳 体 膜 上 的 吸光 色素 通常 不 是 游离 的 ,而 是 与 蛋白 质 结合 在 一 起 ,这 些 蛋 白质 不 仅 确保 了 
相关 色素 在 膜 上 具有 合适 的 取向 ,还 有 助 于 相 邻 的 色素 之 间 正 确 地 排列 ,减少 光 能 在 转移 过 程 中 
的 损失 。 

(二 ) 中 心 色素 和 反应 中 心 

色素 在 吸收 了 特定 波长 的 光 能 以 后 ,并 不 意味 着 就 一 定 能 够 将 吸收 的 光 能 进行 转换 。 实 际 上 ， 
类 圳 体 膜 上 绝 大 多 数 的 色素 像 天 线 一 样 ,仅仅 起 着 收集 光 能 的 作用 ,而 被 统称 为 天 线 色 素 (antenna 
pigment) 或 辅助 色素 (accessory pigment)。 由 天 线 色 素 收 集 到 的 光 能 除了 少数 以 热 或 荧光 的 形式 损失 
以 外 ,大 多 数 通 过 共振 的 形式 进行 传递 ,最 后 被 转移 到 一 种 特殊 的 叶绿素 a( 图 26-6)。 该 叶绿素 在 类 
圳 体 膜 上 与 特殊 的 蛋白 质 结 合 , 被 称 为 中 心 色 素 (central pigment)。 当 中 心 色素 从 天 线 色素 获得 光 能 
以 后 ,能 量 的 转换 反应 也 就 开始 了 ,这 时 中 心 色素 外 围 处 于 基态 (ground state) 的 电子 发 生 能 级 牙 迁 ， 
即 从 基态 变 为 激发 态 (excitation state)。 处 于 激发 态 的 电子 很 容易 失去 ,并 转移 给 相 邻 的 初级 电子 受 体 
(primary electron acceptor), 电 荷 分 离 (charge separation) 随 之 发 生 。 这 种 由 中 心 色素 和 与 它 结 合 的 蛋白 
质 所 构成 的 复合 体 被 称 为 反应 中 心 (reaction center) (图 26-7), 而 由 天 线 色 素 和 与 之 相 结合 的 蛋白 质 
共同 组 成 的 复合 物 被 称 为 聚 光 复 合体 (light-harvesting complex,LHC)。 由 聚 光 复 合体 、 反 应 中 心 和 初级 
电子 受 体 构成 的 光 能 吸收 转移 和 转换 的 功能 单位 称 为 光 系 统 (photosystem ,PS)。 


光 能 


2 


能 量 损失 ( 热 /荧光 ) 





二 、 产 氧 光合 有 机 体 的 光 系 统 

在 光 系 统 的 组 成 上 , 产 氧 光合 有 机 体 与 非 产 氧 
光合 有 机 体 有 显著 的 差别 ,前 者 具有 两 种 光 系 统 , 即 
PS 工 和 了 PS 工 ,而 后 者 只 有 一 种 光 系 统 。 不 过 ,各 光 
系统 在 结构 与 功能 上 具有 高 度 的 同 源 性 。 

PS 工 和 PS 开 最 重要 的 差别 在 于 各 自 中 心 色 素 
光 吸 收 的 最 大 值 ,前 者 为 700 nm( 红 光 ), 因 而 简写 为 
P700; 后 者 为 680 nm (橘红 ), 简 写 为 P680。 两 种 光 系 
人 统 的 其 他 差别 见 表 26-2。 注 意 该 表 提 供 的 是 2011 
年 底 科 学 家 对 嗜 热 细 长 聚 球 蓝 细菌 (7jermosynecjhococcus vulcanas) 研究 出 来 的 最 新 数据 。 





26-7 ”光合 作用 的 反应 中 心 
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上 表 26-2 嗜 热 细 长 聚 球 蓝 细菌 两 大 光 系 统 的 结构 比较 





概况 以 三 聚 体 的 形式 存在 ,总 大 小 约 为 1.02x10? 以 二 聚 体 的 形式 存在 ,总 大 小 约 为 3.5x10” 
色素 分 子 100 个 叶绿素 a、.20 个 类 胡 葛 小 素 35 个 叶绿素 、2 个 脱 镁 叶绿素 、11 个 胡萝卜 素 
中 心 色 素 P700 ,每 一 个 单 体 由 一 对 特殊 的 叶绿素 a 组 成 。P680, 每 一 个 单 体 由 一 对 特殊 的 叶绿素 a 组 成 
蛋白 质 亚 基 12, 如 PsaA .PsaB .PsaC PsaD 20, 如 D1.D2、CP29.CP26.CP43 .CP47 

金属 离子 12 个 Fe# 在 3 个 Feis; 中 心中 ,一 个 Ca 


1 个 非 血 红 素 Fe*、2 个 非 血红 素 Fe 4 个 Mn 、3-~4 
个 Ca ,其 中 的 1 个 Ca 与 4 个 Mn# 由 5 个 0 作为 
桥 连 成 Mn,Ca0, 复 


其 他 2 个 维生素 K， 3 个 CD ,2 个 质 体 醒 

初级 电子 受 体 ”叶绿素 a 脱 镁 叶绿素 

电子 供 体 质 体 蓝 素 水 (整个 二 聚 体 有 2 795 个 水 分 子 ) 
功能 NADP- 的 还 原 水 的 光 解 产生 跨 类 圳 体 膜 的 质子 梯度 


P700 和 P680 实际 上 都 是 叶绿素 a, 同 一 种 色素 光 吸 收 却 不 一 样 的 原因 是 它们 分 别 与 不 同 的 蛋白 
质 结合 在 一 起 , 即 所 处 的 微 环境 是 不 同 的 。 

二 ER ER _ 
的 ,生长 在 阴暗 环境 下 的 光合 有 机 体 一 般 比 生长 在 
光线 较 强 的 环境 中 的 光合 有 机 体 多 。 机 

图 26-8 显示 了 一 个 光 系 统 捕捉 到 光 能 以 后 所 


光 

| 
发 生 的 反应 ,反应 从 天 线 色素 捕获 光子 开始 ,以 电荷 光 能 激发 天 线 色 素 ， 
将 其 中 的 一 个 电子 
分 离 结束 。 提高 到 较 高 的 能 级 

*#[e] 
三 、PS 工 内 发 生 的 光化学 反应 被 激发 的 天 线 色素 
通过 共振 转移 将 能 
光 反 应 开始 于 PS 工 ,其 一 对 中 心 色素 (P680) 与 量 传递 给 相 邻 的 辅 
几 种 电子 传递 体 和 2 个 分 别 叫 D,、D, 的 蛋白 质 结合 人 

一 起 ， 总 反 必 :2HO ) 一 六 能 量 转 移 到 中 心 色 
起 ,所 催化 的 总 反应 式 为 :2H.0 + 2PQ, + 4 光子 能 是 转移 到 中 心包 
O,+2PQ,H， 电子 能 级 发 生 跃 迁 


分 步 叙 述 为 :四 天 线 色素 捕获 光 能 一 共振 传递 
到 反应 中 心 一 P680 的 有 9 降低 一 1 个 电子 被 激发 一 被 激发 的 中 心 色素 
将 电子 传 给 初级 电 
转移 到 与 D, 结合 的 脱 镁 叶绿素 (pheophytin,Ph)。 脱 子 受 体 
镁 叶绿素 属于 一 种 被 修饰 的 叶绿素 a, 它 与 正常 叶 绿 
素 的 差别 在 于 与 吡咯 环 结合 的 1 个 Mgr' 被 换 成 了 2 。 。 色 于 上航 生 区 空 各 
个 质子 。@ 被 还 原 的 Ph 将 得 到 的 1 个 电子 传 给 与 
吸收 的 光子 最 终 导 
D, 结合 的 质 体 本 (CQ\)。@ 先 后 有 2 个 电子 从 Q, 传 致 反应 中 心 出 现 电 
给 与 D, 结合 的 质 体 醒 (Qw),Qnw 同时 从 基质 夺取 2 个 在 分 
质子 ,被 还 原 成 QuH:。@@ 由 4 个 Mn* 若干 Cax 和 侠 26-8 反应 中 心 内 发 生 的 X 反 应 
若干 锰 稳 定 蛋 白 (manganese stabilizing protein ,MSP) 构成 的 产 氧 复合 物 (oxygen-evolving complex,OEC) 
(也 称 为 锰 中 心 ,Mn center) 催化 水 的 光 解 (photolysis), 补 充 中 心 色素 失去 的 电子 (图 26-9)。 
具体 反应 是 :2H0 一 4 个 电子 一 D, 上 的 Tyr 残 基 接 受 1 个 电子 一 Tyr 自由 基 一 氧化 型 的 P680 
得 到 电子 被 还 原 。 与 MSP 结合 的 4 个 Mn* 能 够 积累 4 个 电子 ,就 像 呼吸 链 上 的 复合 体 IJ ,可 有 效 地 
防止 一 些 有 毒 的 部 分 氧化 产物 (如 超 氧 阴离子 ) 的 形成 。 


水 的 光 解 是 在 类 圳 体腔 内 发 生 的 ,在 这 一 步 有 4 个 于 和 1 分子 0 被 释放 到 类 圳 体腔 。 








类 襄 体 腔 





26-9 水 的 光 解 


四 、 电 子 从 PS 开 经 细胞 色素 byf 复合 体 到 PS 工 的 传递 
在 结构 和 功能 上 ,细胞 色素 byf 复合 体 与 呼吸 链 上 的 复合 体 焉 十 分 相似 。 发 生 的 总 反应 式 是 : 
PQsH, + 2PC(Cu2) 一 一 PQs+2PC(Cu)+2H( 类 圳 体腔 ) 
AI 详细 步骤 为 (图 26_10), OPOLL 
与 D, 解 离 并 流动 到 细胞 色素 byf 复合 
体 ;C)PQsH: 前 后 分 两 次 将 2 个 电子 依 
次 通过 细胞 色素 bs、 铁 硫 和 蛋白 和 细胞 
色素 f 传 到 流动 的 电子 载体 一 一 质 体 
蓝 素 (PC),PC 上 的 Cu 被 还 原 成 Cu; 
@@ 传 递 的 过 程 类 似 于 呼吸 链 上 的 Q 循 
环 ,) 有 2 个 质子 被 释放 到 类 圳 体腔 , 作 
为 对 质子 梯度 贡献 的 一 部 分 。@ 岂 被 还 
原 的 PC(Cu) 离开 细胞 色素 byf 复合 
体 ,进入 PS 工 ,补充 P700 失去 的 电子 。 


五 、PS 工 内 发 生 的 光化学 反应 
在 PS 工 内 ,一 对 中 心 色素 (P700) 
与 几 种 电子 传递 体 一 对 结构 相似 的 蛋白 质 (psaA 和 psaB) 紧密 结合 ,所 催化 的 总 反应 式 为 : 
2PC(Cu)+ 2Fd(Fe") 一 一 2PC(Cu)+2Fd(Fe”) 
详细 步骤 如 下 :中 天 线 色 素 捕获 光 能 一 共振 传递 到 反应 中 心 一 P700 的 五 ?降低 一 1 个 电子 被 激 
发 一 转移 到 Au(1 个 叶绿素 分 子 ) 一 A (phylloquinone, 叶 绿 醒 ) 一 3 个 铁 硫 蛋 白 (FX、FA 和 FB)。COFA/ 
FB 将 电子 传 给 铁 氧 还 蛋白 。@ 氧 化 型 的 P700 从 还 原型 的 PC 补充 电子 。 





六 、NADP- 的 还 原 
反应 由 铁 氧 还 蛋白 -NADP: 氧化 还 原 酶 催化 ,总 反应 式 为 : 
4Fd(Fe")+2NADP*+2H' (基质 ) 一 一 2NADPH + 4Fd(Fe”) 
铁 氧 还 蛋白 -NADP" 氧化 还 原 酶 是 一 种 黄 素 蛋白 ,FAD 是 它 的 辅 基 ,反应 机 理 见 图 26-11。 
由 于 反应 发 生 在 类 圳 体 膜 的 基质 一 侧 (N 侧 ), 因 此 基质 内 少 了 2 个 质子 ,也 就 相当 于 类 宫 体 腔 (P 侧 ) 


《26, 


如 果 让 两 个 光 系 统 
只 接受 红 光 照射 ,是 不 是 两 
个 光 系 统 都 可 以 被 激发 ? 为 
什么 ? 
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也 + Fd BE 和 二 开 d Fd 


(还 原型 ) (氧化 型 ) (还 原型 ) (氧化 型 ) 
、 光 合 磷酸 化 
wo 的 总 反应 式 为 : 3 on 









NADP++4 光 子 (PSI)+4 光 子 (PSI)+2HOT+ 半 醒 中 间 物 


6H( 基 质 ) 一 一 0,+2NADPH+8H( 类 圳 体腔 ) 
整个 反应 从 水 的 光 解 到 NADP" 的 还 原 ， 
形 如 Z 字 ,因此 被 称 为 Z 形 图 (Z scheme) (图 DT 人 


26_12)， 但 是 ATP 是 如 何 形成 的 呢 ? 个 26-11 ， 铁 氧 还 蛋白 -NADP* 氧化 还 原 酶 的 反应 机 理 


光 系 统 I 
光 系 统 了 4 
西 5 小 
Fe4S4 有 
地 本 | : NADP+ 开 
QA ee Fd Fd-NADP 
四 ) 1 光子 还 原 栈 NADPH 
0 \_ 细胞 色素 
be 人 复合 物 、 
光 呈 PC 
取 00 
质子 梯度 
2H2O~ Man 
1.0 中 心 ~ 芭 8 


在 光 反 应 中 合成 ATP 的 方式 称 为 光合 磷酸 化 ,其 机 理 类 似 于 氧化 磷酸 化 ,可 以 用 化 学 渗透 学 说 
进行 解释 ,同样 对 解 偶 联 剂 (如 DNP 和 FCCP) 和 窒 霉 素 敏 感 。 利 用 质子 梯度 合成 ATP 的 酶 为 CF\Fu- 
ATP 合 酶 ,明显 地 分 为 CF 和 CFu 两 个 部 分 ,其 中 CR, 突出 于 基质 一 侧 , 由 一 些 可 溶性 的 肽 链 组 装 而 
成 (aspBas5y); 而 CF 横 跨 类 圳 体 膜 ,为 质子 从 类 圳 体腔 回 到 基质 的 通道 。CF\Fo-ATP 合 酶 的 作用 机 制 
也 可 以 用 结合 变化 学 说 来 解释 (参看 第 二 十 章 "生物 氧化 ” )。 一 般 认 为 ,CEF\Fu-ATP 合 酶 每 合成 1 个 
ATP 需要 消耗 4 个 质子 。 


八 、 光 反应 的 调节 
反应 中 最 重要 的 事件 之 一 是 电子 在 Z 形 图 上 的 流动 ,这 种 流动 是 受到 调节 的 ,调节 有 两 种 方式 : 
一 种 是 通过 对 LHC 的 “可 逆 磷 酸化 "改变 LHC [与 PS 开 的 结合 情况 ,加 快 电子 从 PS 开 流 向 PS 工 的 
速率 ;另外 一 种 方式 是 抑制 PS IT 或 者 干脆 关闭 PS I ,让 电子 通过 循环 式 磷酸 化 产生 更 多 的 ATP。 

(一 ) LHC 开 的 “可 逆 磷 酸化 ” 

PS 工 和 PS 开 在 空间 上 是 相对 独立 的 ,它们 分 布 在 类 圳 体 膜 上 不 同 的 区 域 。PS 工 主要 集中 在 才 
堆 的 膜 上 ,而 PS 工 和 CFFo-ATP 合 酶 主要 分 布 在 非 夫 释 的 基质 片 层 膜 上 。 这 种 特殊 的 安排 能 够 保证 
LHC 工 主要 结合 并 激活 PS 工 ,而 与 PS 工 保持 一 定 的 距离 ,从 而 防止 LHC 开 收 集 到 的 光 能 进入 PS I 
而 被 “盗用 "。 因 为 如 果 PS 工 和 PS I 相 邻 ,LHC 开 收 集 到 的 高 能 量 的 短波 长 光 就 既 可 以 激活 PS 工 中 
的 P680, 也 可 以 激活 PS 工 中 的 P700。 但 LHC 工 收集 到 的 低能 量 的 长 波长 光 ( 相 对 于 LHC I ) 却 不 能 
激活 PS 开 中 的 P680 (图 26-13)。 

但 是 ,LHC 与 PS 开 的 结合 并 非 国定 不 变 , 而 是 可 以 调节 的 ,调节 的 方式 为 蛋白 质 的 “可 逆 磷 酸 
化 "。 如 图 26-14 所 示 ,在 强 光 照射 下 ,PS 开 比 PS 工 吸收 的 光 能 高 ,这 导致 PS 开 更 为 活跃 ,PS 工 难 于 
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26-13 PS IT 和 PS 的 空间 分 布 (Nelson 等 ,2008) :人 冬 26-14 LHC [的 可 逆 磷 酸化 调节 (Nelson 等 ,2008) 


跟 上 PS 开 的 节奏 ,PQH: 出 现 堆积 转 而 激活 一 种 特殊 的 蛋白 质 激 酶 ,LHC 开 上 的 1 个 Thr 残 基因 此 被 
磷酸 化 修饰 。 一 旦 LHC IT 发 生 磷酸 化 , 即 与 PS 工 解 离 , 转 而 为 PS 工 提供 光 能 ,PS 工 因此 而 加 快 ,并 
与 PS 开 同 步 。 当 日 光 减 弱 , 堆 积 的 PQH: 逐渐 消失 ,叶绿体 内 的 磷 蛋 白 磷 酸 酶 被 激活 ,LHC 工 上 的 磷 
酸 基 团 被 水 解 ,LHC I 重 新 与 PS 革 结合 , 专 为 PS 开 提 供 光 能 。 

(二 ) 循环 式 光合 磷酸 化 

光 反 应 中 形成 的 ATP 和 NADPH 之 间 的 比例 并 不 是 恒定 的 ,机 体 可 以 根据 需要 对 两 者 的 产量 实 
时 进行 调整 。 调 整 的 方式 是 通过 循环 式 光合 磷酸 化 (cyclic photophosphorylation) 来 增加 ATP 的 产量 。 
在 循环 式 光合 磷酸 化 中 ,被 还 原 的 Fd 并 没有 将 电子 交 给 NADP* ,而 是 交 给 细胞 色素 byf 循环 使 用 ,以 
产生 更 大 的 质子 梯度 。 某 些 光 合 细菌 在 缺乏 葡萄 糖 的 情况 下 ,就 干脆 关闭 PS 工 ,以 生成 更 多 的 ATP。 


框 26-1 生化 新 发 现 一 一 分 子 变 光 开 关 

绿色 植物 在 光合 作用 的 时 候 , 能 量 转 移 的 效率 可 达 97%。 在 这 个 能 源 日 益 短缺 的 时 代 , 科 学 家 一 直 在 
梦想 着 有 一 天 能 够 建立 一 种 与 天 然 光合 系统 相 媲美 的 人 工 光 合 系统 ,从 而 为 人 类 获得 终极 的 绿色 可 再 生 能 源 
做 出 贡献 。 然 而 ,任何 人 工 的 聚 光 系 统 都 可 能 面临 一 个 问题 ,就 是 在 光 能 过 载 的 时 候 会 发 生 某 种 形式 的 损坏 。 

事实 上 ,大 自然 中 的 绿色 植物 每 天 都 会 面临 同样 的 问题 : 即 在 光合 作用 期 间 , 若 是 吸收 过 多 光 能 ， 
如 何 能 够 保护 自己 ,避免 氧化 损伤 呢 ? 早 在 2005 年 ,以 美国 加 利 福 尼 亚 州 立 大 学 伯克利 分 校 的 Graham 
Fleming 为 首 的 研究 小 组 就 发 现 一 种 叫 玉 米黄 素 (zeaxanthin) 的 类 胡 芝 卜 素 , 它 能 充当 绿色 植物 光 保 护 的 
安全 出 口 。 在 两 大 光 系 统 中 , 强 光 的 照射 可 诱导 PS 工 中 玉米 黄 素 的 形成 。 形 成 的 玉米 黄 素 与 激活 的 叶 绿 
素 分 子 相 互 作用 ,通过 电荷 转移 (charge-transfer) 机制 ,消耗 掉 多 余 的 能 量 。 这 种 机 制 就 是 玉米 黄 素 将 电子 
丢 给 叶绿素 而 形成 自由 基 阳 离子 ,而 叶绿素 的 能 量 状态 因此 回 到 基态 。 与 被 激活 的 叶绿素 不 同 ,成 为 自由 
基 阳 离子 的 玉米 黄 素 并 非 一 种 氧化 剂 。 但 叶绿素 和 玉米 黄 素 之 间 的 相互 作用 是 如 何 调控 的 呢 ? 

2008 年 ,Feming 和 他 的 研究 小 组 在 绿色 植物 体内 又 发 现 了 一 种 分 子 变 光 开 关 (dimmer switch), 能 够 通 
过 聚 光 蛋 白 系统 控制 光 能 的 流向 。 在 聚 光 蛋 白 中 ,有 一 种 叫 CP29 的 色素 结合 蛋白 被 发 现 充当 一 种 闵 门 ,控制 
光合 作用 中 多 余 光 能 的 释放 。 而 控制 这 种 分 子 闵 门 开启 的 是 其 周围 pH 的 变化 。 这 是 一 种 能 量 浪 灭 (energy- 
quenching) 的 光 保 护 机 制 |, 它 根据 pH 的 变化 检测 到 多 余 的 能 量 , 并 将 多 余 的 能 量 从 一 个 分 子 转移 到 另 一 个 
分 子 ,使 其 被 安全 地 消耗 掉 。 这 种 防护 机 制 对 光 条 件 的 变化 特别 敏感 ,即使 一 阵 浮云 飘 过 也 会 做 出 反应 。 

调节 叶绿素 和 玉米 黄 素 作用 的 是 3 种 小 的 聚 光 蛋 白 一 CP29、CP26 和 CP24。 通 过 对 C29 的 专门 研 
究 , 发 现 过 多 光 能 引起 的 pH 变化 可 导致 CP29 的 构象 发 生变 化 ,而 CP29 的 构象 变化 又 引发 受 激 子 偶 联 
的 叶绿素 的 氧化 还 原 电 位 发 生变 化 。 这 便 促 进 了 它 与 玉米 黄 素 之 间 的 电荷 转移 ,而 产生 自由 基 阳 离子 。 
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(三 ) CF\Fo-ATP 合 酶 活性 的 调节 

CEF\Fu-ATP 合 酶 的 活性 主要 受到 两 种 方式 的 调控 :D 受 pmf 的 直接 调控 。CF\Fo-ATP 合 酶 并 非 总 
是 有 活性 ,只 有 在 足够 的 pmf 下 , 它 才 能 被 激活 。@) 硫 氧 还 蛋白 介 导 的 y 亚 基 上 和 一 基 的 氧化 和 还 原 ， 
而 改变 激活 CE\Fu-ATP 合 酶 所 需要 的 pmf。 这 种 调节 机 制 对 光 高 度 敏感 。 与 这 种 机 制 有 关 的 是 位 于 
Y 亚 基 上 一 段 九 肽 序列 中 的 两 个 Cys 残 基 。 在 光照 的 条 件 下 ,PS I 通 过 铁 氧 还 蛋白 : 硫 氧 还 蛋白 氧化 
还 原 酶 (ferredoxin:thioredoxin oxidoreductase) 还 原 硫 氧 还 蛋白 f。 被 还 原 的 硫 氧 还 蛋白 { 再 去 还 原 
亚 基 , 使 两 个 Cys 残 基 上 的 琉 基 以 还 原 的 形式 存在 ,这 时 的 CF\Fo-ATP 合 酶 在 相对 低 的 pmf(>50 mV) 
下 就 能 被 激活 。 而 在 暗 适 应 约 10 min 以 后 ,y 亚 基 上 的 两 个 Cys 残 基 被 氧化 成 二 硫 键 ,这 时 CFFo- 
ATP 合 酶 需要 更 高 的 pmf(~100 mV) 才 能 被 激活 。 因 此 在 无 光 的 条 件 下 ,ATP 合 酶 基本 处 于 失 活 状 态 ， 
这 样 可 以 防止 其 水 解 ATP。 


第 四 和 节 ”上 暗 反应 


暗 反 应 是 以 循环 的 方式 进行 的 , 它 与 光 反 应 的 比较 参看 表 26-3。 循 环 的 第 一 步 反 应 是 CO, 的 固 
定 ,但 CO, 的 最 初 受 体 依 植物 的 种 类 不 同 而 异 ,小 麦 和 水 稻 等 大 多 数 植物 中 CO, 的 最 初 受 体 是 一 种 五 
碳 糖 。 当 CO0, 被 固定 以 后 ,经 过 一 个 不 稳定 的 六 碳 中 间 产 物 后 迅速 裂解 为 三 碳 中 间 产 物 , 因 此 将 发 生 
在 这 些 植物 体内 的 循环 称 为 C: 循环 (the Cs cycle), 而 进行 C; 循环 的 植物 统称 为 C: 植物 。 而 在 玉米 和 
甘蔗 等 植物 体内 ,CO, 的 最 初 受 体 为 三 碳 糖 ,被 固定 后 形成 的 是 四 碳 中 间 产 物 , 因 而 将 这 种 循环 称 为 
C4 循环 (the Cs cycle), 能 进行 C, 循环 的 植物 称 为 C: 植物 。 


m- 表 26-3 ” 光 反 应 与 暗 反应 的 比较 





反应 场所 类 襄 体 膜 基质 

主要 底 物 HO NADP* ADP NADPH、CO,、ATP 

主要 产物 0 .NADPH ATP 糖 类 

反应 动力 光 能 ATP NADPH 

反应 时 间 光照 下 有 光 、 无 光 均 可 进行 ,但 没有 “ 光 反 应 ",“ 瞳 反应 ”也 不 能 进行 
影响 速率 的 因素 光 强 度 和 光波 长 温度 .CO, 和 0; 的 浓度 

能 量 转换 光 能 转变 为 化 学 能 化 学 能 之 间 的 转变 


一 、Cs 循环 与 C; 植物 

C; 循环 主要 是 由 美国 生物 学 家 Melvin Calvin 所 阐明 ( 详 见 本 章 科 学 故事 ), 因 此 又 被 称 为 卡尔 文 
循环 (Calvin cycle)。 整 个 循环 分 为 固定 .还原 和 再 生 3 个 阶段 (图 26-15), 现 分 述 如 下 : 

1. CO0, 的 固定 

这 是 一 步 由 1,5- 二 磷酸 核 酮 糖 羧 化 酶 (ribulose-1,5-biphosphate carboxylase,RUBP 羧 化 酶 ) 催化 
的 反应 ,1,5- 二 磷酸 核 酮 糖 (ribulose-1,5-biphosphate,RUBP) 为 CO, 的 受 体 , 该 羧 化 酶 需要 Mg ,但 
不 需要 生物 素 , 反 应 的 产物 为 2 分 子 3- 磷酸 甘油 酸 ,反应 机 制 牵涉 到 烯 醇 式 中 间 体 , 共 分 为 5 步 (图 
26-16):@D 从 C3 抽取 一 个 质子 ,产生 被 酶 稳定 的 烯 醇 式 中 间 产 物 。@D)CO, 固定 到 C2 上 ,产生 B- 酮 酸 
中 间 产 物 (B-keto acid intermediate), 即 2- 羧基 -3- 酮 -1,5- 二 磷酸 阿拉 伯 糖 醇 (2-carboxy-3-keto- 
arabinitol-1,5- bisphosphate)。@@) 水 进攻 C3 产生 水 合 的 中 间 产 物 。 外 水 合 中 间 产 物 裂 解 成 两 个 部 分 ， 
一 部 分 直接 是 磷酸 甘油 酸 , 另 一 部 分 为 磷酸 甘油 酸 碳 负 离子 。@@ 质 子 快速 转移 给 磷酸 甘油 酸 碳 负 离 
子 ,产生 又 一 个 磷酸 甘油 酸 。 






由 于 RUBP 羧 化 酶 还 兼 有 加 氧 
和 酶 (oxygenase) 的 活性 ,因此 它 经 党 被 
ADP 忆 

Am 简写 为 Rubisco。 光 合 细菌 和 绿 藻 的 
第 三 阶段 : 导 倒 ， Rubisco 分 别 属于 二 聚 体 和 八 聚 体 
RD 的 生 和 SANco 的 固定 蛋白。 高 等 植物 的 Rubisco 则 是 一 种 
1,5- 二 磷酸 核 酮 糖 并 十 六 聚 体 蛋 白 ,由 8 个 大 亚 基 (L) 和 8 

糖 酵 解 ; (RUBP) 
< CHO 记 汪 个 小 亚 基 (S) 组 成 ， 因此 可 写成 LeSs。 
粉 等 本 HOH ON Rubisco 的 作用 非常 重要 ,但 其 
和 Ho 一 @) HO-@ 催化 的 效率 并 不 高 ,简直 是 低 得 出 


奇 ! 一 种 典型 的 酶 每 秒 钟 能 转化 
1 000 个 底 物 分 子 , 但 Rubisco 每 秒 
钟 仅 仅 能 固定 约 3 个 CO,。 植 物 细 
胞 通过 合成 大 量 的 Rubisco 来 弥补 
其 催化 效率 的 先天 不 足 。 可 以 说 ， 
叶绿体 基质 内 充满 着 Rubisco, 约 占 





26-15 ” 瞳 反 应 的 全 过 程 总 蛋白 的 一 半 。 这 使 得 它 成 为 地 球 
上 含量 最 丰富 的 蛋白 质 。 

CHOPO， 
CHOPO: CHOPO:- CEHOPO CHOPO HO 一 人 -8 
Ho=oON co， Ho=C=coo: HO HOC 一 Co0r 车 2H Coo- 
so 沁 0 \、_ 本 一 ao=f=on 本 

H_O-oH H 一 5 一 OH HE- 一 o8 H 一 C 一 OH 证 全 i 
2- 2- 2- 2- 
CH2OPO， CHOPO， CHOPO， CH,OPO， 人 
RUBP 烯 醇 式 中 间 产 物 2- 羧基 -3- 酮 -1,5- 二 水 合 中 间 产 物 3- 磷酸 甘油 酸 


磷酸 -D- 阿拉 伯 糖 醇 
四 2 图 26-16 RUBP 羧 化 酶 催化 反应 的 机 理 


Rubisco 的 另 外 一 个 “先天 不 足 ” 是 其 特异 性 不 高 。 机 虽然 0， ,和 C0， ,在 形状 和 化 学 性 质 上 相似 ， 但 
那些 与 氧气 结合 的 蛋白 质 ( 如 血红 和 蛋白) 很 容易 排除 CO,, 因 为 CO, 比 0; 大 。 而 在 Rubisco 分 子 上 ,0。， 
能 很 好 地 结合 在 为 CO, 设计 的 结合 位 点 上 。 因 此 ,Rubisco 能 够 将 0, 结合 到 糖 链 上 ,形成 一 种 有 缺陷 

的 氧 合 产物 ,导致 产生 光 呼 吸 。 针 对 这 种 情况 ,植物 细胞 必须 发 展 一 套 补救 反应 ,以 尽 可 能 纠正 错误 。 

高 等 植物 Rubisco 的 每 2 个 大 亚 基 通 过 反 平 行 的 B 折 故 (由 一 个 单 体 的 N 端 结构 域 和 另 一 个 单 体 
C 端 结构 域 ) 组 装 成 二 聚 体 ,每 1 个 二 聚 体 在 其 单 体 接触 的 界面 具有 2 个 活性 中 心 , 因 此 1 个 Rubisco 
共有 8 个 活性 中 心 (图 26-17)。 小 亚 基 位 于 大 亚 基 二 聚 体 的 两 端 ,其 功能 可 能 是 用 来 改变 酶 的 动力 学 
性 质 ,使 酶 对 温度 .CO, 浓度 和 0; 的 变化 做 出 反应 。 

高 等 植物 的 Rubisco 大 亚 基 由 叶绿体 基因 组 编码 ,而 小 亚 基 由 细胞 核 基因 组 编码 。 这 可 以 作为 叶 
绿 体 内 共生 起 源 学 说 的 一 个 重要 证 据 。 

2. 3- 磷酸 甘油 酸 的 还 原 

由 2 步 反 应 组 成 ,分 别 由 3- 磷酸 甘油 酸 激酶 和 3- 磷酸 甘油 醛 脱 氢 酶 催化 ,各 自 消 耗 了 ATP 和 
NADPH。 糖 醇 解 也 有 这 2 步 反 应 ,但 那里 的 3- 磷酸 甘油 醛 脱 氧 酶 使 用 NAD- 为 辅酶 。 

3- 磷酸 甘油 醛 作为 卡尔 文 循 环 的 中 间 产 物 ,一 部 分 离开 循环 , 既 可 以 作为 合成 其 他 糖 类 (葡萄 糖 、 
蔗糖 、 纤 维 素 和 淀粉 ) 的 原料 ,也 可 以 为 氨基 酸 和 脂肪 酸 的 合成 提供 碳 源 ; 另 一 部 分 则 继续 留 在 循环 中 
用 于 RUBP 的 再 生 。 
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3. RUBP 的 再 生 
人 参与 这 一 个 阶段 反应 的 酶 有 : 磋 酸 丙 糖 异 构 酶 . 醛 缩 酶 .1,6- 二 磷酸 果糖 磷 酸 酶 二 磷酸 景 天 庚 病 
gf 义 磷酸 酶 (sedoheptulose bisphosphatase)、 转 酮 酶 . 转 醛 酶 .磷酸 戊 糖 差 向 异 构 酶 .磷酸 核糖 异 构 酶 和 磷 





酸 核 酮 糖 激酶 (phosphoribulokinase)。 这 些 酶 绝 大 多 数 已 在 糖 酵 解 、 糖 异 生 或 磷酸 戊 糖 途 径 中 见 过 ,但 
中 却 是 由 不 同 的 基因 编码 的 。 
3- 磷酸 甘油 酸 3- 磷酸 甘油 醛 
O ( 激酶 sy 脱氧 酶 
AR ADpP 多 ”NaAppH NADP* CE 
0 有 H 一 C 一 OH H 一 C 一 OH 
HC 一 OPO:- HC 一 OPO; Pi HC 一 OPO; 
3- 磷酸 甘油 酸 1,3- 二 磷酸 甘油 酸 3- 磷酸 甘油 醛 


该 阶段 类 似 于 反方 向 的 磷酸 戊 糖 途径 ( 见 第 二 十 四 章 “ 磷 酸 戊 糖 途径 ” ), 因 此 有 人 将 卡尔 文 循环 
称 为 还 原 性 的 磷酸 戊 糖 途径 (reductive PPP)。 
4. 卡尔 文 循环 的 总 反应 
综合 3 个 阶段 的 反应 ,显然 通过 卡尔 文 循环 净 产 生 1 分 子 3- 磷酸 甘油 醛 ,至 少 需要 有 3 分 子 
人 Rubisco ”CO0, 进入 循环 ,经 过 固定 和 还 原 以 后 共产 生 6 分 子 3- 磷酸 甘油 醛 ,其 中 5 分 子 3- 磷酸 甘油 醛 进入 再 
站 生 阶 段 重 新 生成 3 分 子 RUBP。 在 整个 循环 反应 中 , 共 消 耗 6 分 子 NADPH 和 9 分 子 ATP ,总 反应 式 
可 以 写成 : 





3CO, + 9ATP + 6NADPH + 6H 一 一 3- 磷酸 甘油 醛 +9ADP+8Pi+6NADP- 
RUBP 的 再 生 如 果 以 葡萄 糖 作 为 终 产 物 , 则 总 反应 式 可 写成 : 
6C0O, + 18ATP + 12NADPH + 6H 一 -一 葡萄 灶 +18ADP+ 18Pi+ 12NADPY* 


二 、 光 呼吸 
早 在 1920 年 ,Otto Warburg 发 现 C; 植物 叶 内 0, 相对 量 的 提高 能 够 抑制 光合 作用 。 究 其 原因 ,这 
与 Rubisco 本 身 的 性 质 有 关 。 已 知 Rubisco 是 一 种 双 功 能 酶 , 它 既 有 羧 化 酶 的 活性 ,又 有 加 氧 酶 的 活性 ， 
其 活性 中 心 与 CO 和 0; 的 天 , 值 分 别 是 9 umolL 和 350 umolL。 
有 恨 儿 科学 家 全 国 当 Rubisco 与 0; 结合 的 时 候 ,不 仅 不 会 导致 C0; 的 固定 ,反而 会 导致 碳 的 流失 。 若 RUBP 
通过 蛋白 质 工程 的 手段 改造 ” 与 0, 结合 , 则 先 形成 一 个 不 稳定 的 中 间 产 物 , 然 后 迅速 裂解 成 3- 磷酸 甘油 酸 和 磷酸 乙醇 酸 
二 2 计生 革 志 二 0 所 的 。 《phosphoglycolate,PPG)。 由 于 磅 酸 乙醇 酸 无 法 通过 卡尔 文 循环 代谢 ,而 高 浓度 的 克 酸 乙醇 酸 对 植物 是 
但 都 以 失败 告终 ,为 什么 ? 有 毒性 的 ,因此 植物 细胞 必须 采取 某 种 手段 将 它们 及 时 处 理 掉 。 
植物 处 理 PPG 的 方法 为 :在 一 种 磷酸 酶 的 催化 下 ,磷酸 乙醇 酸 被 水 解 成 乙醇 酸 ;随后 乙醇 酸 离开 
叶绿体 进入 过 氧化 物 酶 体 , 先 被 氧化 成 乙 醛 酸 ,然后 被 氨基 化 为 Gly; Gly 再 进入 线粒体 ,经 甘氨酸 脱产 
酶 和 丝氨酸 羟 甲 基 转移 酶 的 依次 催化 , 变 成 Ser, 同 时 释放 出 CO, 和 氨基 ; 脱 下 来 的 氮 基 进入 叶绿体 ， 
在 消耗 ATP 的 同时 被 转变 为 无 毒 的 Cln( 图 26-18)。 
由 此 可 见 ,Rubisco 的 加 氧 酶 活性 不 仅 导致 了 碳 的 流失 ,还 浪费 了 ATP ,使 光合 作用 的 效率 降低 。 
植物 体内 发 生 的 这 种 依赖 于 光 消耗 0, 释放 CO, 的 过 程 称 为 光 呼 吸 (photorespiration)。 
虽然 光 呼 吸 与 细胞 的 正常 呼吸 都 是 消耗 0, 释放 C0; 的 过 程 ,但 是 正常 的 细胞 呼吸 可 以 产生 
ATP ,而 光 呼 吸 却 是 浪费 ATP。 
虽然 Rubiseo 与 CO, 的 亲和力 远大 于 0,, 但 大 气 中 0, 的 含量 要 比 CO, 多 得 多 ,因此 在 C; 植物 体 
内 发 生 光 呼吸 是 不 可 避免 的 。 特 别 是 在 炎热 干燥 的 气候 条 件 下 , 光 呼 吸 会 变 得 更 加 严重 ,原因 是 在 这 
种 气候 条 件 下 ,CO, 的 溶解 性 低 于 0,, 植 物 为 了 保持 水 分 ,气孔 经 常 处 于 关闭 的 状态 ,这 使 得 大 气 中 的 
C0; 进 不 去 ,而 光 反 应 中 产生 的 0; 出 不 来 。 同 时 在 强 日 照 下 ,水 的 光 解 提速 也 会 产生 更 多 的 0,。 
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Rubisco 所 具有 的 这 种 缺陷 被 认为 是 
1,5- 二 磷酸 核 酮 粮 进化 史上 的 一 个 遗迹 ,也 许 在 Rubisco 刚 
刚 出 现 的 时 候 , 根 本 就 不 存在 这 种 问题 。 
那 时 大 气 中 游离 的 0, 甚 少 或 者 根本 就 没 
有 ,当时 即使 0, 能 够 与 酶 结合 也 很 难 和 
CO0, 竞争 。 只 是 随 着 大 气 中 0; 的 含量 逐 
渐 升 高 ,原来 的 缺陷 便 暴 露出 来 了 。 事 实 
上 ,在 进化 的 历程 中 ,Rubisco 也 在 完善 之 
中 ,比如 高 等 植物 的 Rubisco 的 羧 化 酶 活 
性 要 比 光合 细菌 的 高 出 8 倍 之 多 。 
据 估 计 , 光 呼吸 可 导致 C0;, 固定 的 损 
失 高 达 50%% , 那 是 不 是 所 有 的 植物 对 此 
就 无 计 可 施 了 呢 ? 实际 上 ,在 长 期 的 进 
化 过 程 中 ,有 两 类 植物 , 即 C4 植物 和 景 天 
酸 代谢 植物 (crassulacean acid metabolism 
plant,CAM), 它 们 已 各 自发 展 出 一 套 独 特 
的 途径 能 将 光 呼 吸 降 低 到 最 低 水 平 ,下 
面 就 分 别 加 以 讨论 。 
















过 氧化 物 酶 体 ”日 ， 
酝 
OO0C 一 、~ 人 0 一 

乙醇 酸 





C 
OoOC 一 0 
乙 醛 酸 


26-18， 光 呼吸 的 过 程 


三 、C, 循环 与 C4 植物 

C4 循环 于 1966 年 由 Hatch 和 Slack 在 甘蔗 和 玉米 中 发 现 ,因此 又 被 称 为 Hatch-Slack 途径 。C: 植 
物 与 C: 植物 在 叶 的 解剖 学 和 代谢 等 环节 具有 一 定 的 差别 ( 表 26-4)。 其 克服 光 呼 吸 的 方法 并 不 是 它 
的 RUBP 羧 化 酶 无 加 氧 酶 的 活性 ,而 是 它 的 叶片 具有 特殊 的 结构 ,再 加 上 一 种 PEP 羧 化 酶 的 出 现 ,使 
得 Rubisco 周围 的 CO, 浓度 提高 20 ~ 120 倍 之 多 。 


m 表 26-4 Cs 植物 和 C 植物 光 呼 吸 的 比较 


人 名 村 览 
实例 小 麦 ,水 稻 、 棉 花 和 苹果 等 高 梁 、 玉 米 、 甘 蔗 和 芝 草 等 

光 呼 吸 较 强 微弱 

卡尔 文 循环 存在 存在 

CO, 的 初级 受 体 1,5- 二 磷酸 核 酮 糖 (RUBP) 磷酸 烯 醇 式 丙 酮 酸 (PEP) 

维 管束 鞘 细 胞 是 否 含有 叶绿体 ”无 有 

羧 化 酶 Rubisco 叶肉 细胞 为 PEP 羧 化 酶 ; 维 管束 鞘 细胞 为 Rubisco 
羧 化 酶 对 CO, 的 亲 和 性 中 等 高 

CO0; 固定 的 最 初 产物 3- 磷酸 甘油 酸 ( 三 碳 中 间 产 物 ) ” 草 酰 乙酸 (四 碳 中 间 产 物 ) 

光合 作用 的 细胞 叶肉 细胞 叶肉 细胞 、 维 管束 靖 细 胞 


与 C; 植物 不 同 的 是 ,C4: 植物 的 叶脉 被 一 层 含 有 叶绿体 的 厚 壁 维 管束 鞘 细胞 (bundle-sheath cell) 包 
围 ,而 维 管束 鞘 细胞 则 被 薄 壁 叶肉 细胞 所 包 被 (图 26-19)。C4 植物 的 叶肉 细胞 并 不 表达 Rubisco ,但 表 
达 PEP 羧 化 酶 ;反之 , 它 的 维 管束 鞘 细胞 不 表达 PEP 羧 化 酶 ,但 表达 Rubisco。PEP 羧 化 酶 与 Rubisco 
最 大 的 区 别 是 没有 加 氧 酶 的 活性 ,因此 所 催化 的 羧 化 反应 即使 在 CO; 浓度 很 低 的 情况 下 也 不 会 受到 
0,; 的 干扰 。 

C4 循环 的 全 过 程 是 (图 26-20): 大 气 中 的 CO; 首先 进入 叶肉 细胞 ,在 PEP 羧 化 酶 的 催化 下 ,被 固 
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定 成 草 酰 乙 酸 ; 草 酰 乙酸 随后 被 
还 原 成 苹果 酸 ,苹果 酸 则 离开 叶 
肉 细 胞 ,进入 含有 Rubisco 的 维 
管束 鞘 细 胞 ,在 苹果 酸 酶 的 催化 
下 ,转变 成 丙酮 酸 并 释放 出 CO:; 
CO, 在 Rubisco 的 催化 下 进入 
卡尔 文 循 环 , 而 丙酮 酸 回 到 叶 
肉 细 胞 ,由 丙酮 酸 磷酸 双 激 酶 
(pyruvate phosphate dikinase) 催 
化 ,在 消耗 ATP 的 同时 转变 成 
PEP,PEP 因此 得 以 再 生 。 oa ， 

由 此 可 见 ,C4 循环 在 功能 上 相当 于 是 一 种 耗 能 的 C0, 充气 泵 ,在 这 种 气 友 的 作用 下 ,进入 叶肉 细 
胞 的 CO, 被 不 断 泵 入 维 管束 畏 细 胞 。 这 大 大 提高 了 鞘 细 胞 内 CO, 的 局 部 浓度 ,使 得 Rubisco 能 够 以 最 
高 的 速率 催化 CO; 的 固定 ,而 其 加 氧 酶 的 活性 被 降低 到 最 低 水 平 。 





26-19 “Cs 植物 和 Cs 植物 的 叶片 解剖 结构 


叶肉 细胞 微 管束 鞘 细 胞 
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26-20 ”C, 循环 的 全 过 程 


由 于 C4 植物 的 光 呼 吸 现象 较 弱 ,其 光合 作用 的 效率 要 比 C; 植物 高 出 2 倍 以 上 。 需 要 注意 的 是 ， 
只 有 在 炎热 干燥 的 气候 条 件 下 ,C4 植物 光合 作用 的 效率 才 会 高 于 C; 植物 。 在 其 他 气候 条 件 下 , 它 反 
而 要 低 于 C; 植物 ,原因 是 C4 循环 中 PEP 的 再 生 消 耗 了 大 量 的 ATP。 


第 五 节 “CAM 植物 


CAM 植物 多 呈 肉 质 ,通常 生活 在 半 干 旱 和 炎热 的 沙漠 地 带 , 例 如 仙人 人 掌 . 菠 葛 和 兰花 。 为 了 防 
止 体内 有 限 的 水 分 发 生 不 必要 的 流失 ,这 一 类 植物 在 白天 紧 闭 气孔 ,晚上 气孔 才 开 放 。 由 于 CO0， 
需要 通过 气孔 进入 体内 ,因此 CO; 的 固定 只 能 在 晚上 进行 ,但 光合 作用 只 能 在 白天 进行 ,包括 光 反 
应 和 瞳 反 应 。 为 了 解决 上 述 矛 盾 ,在 晚上 气孔 开放 的 时 候 , 进 入 叶肉 细胞 的 CO; 在 PEP 羧 化 酶 的 


催化 下 (这 时 Rubisco 无 活性 ,参看 暗 反 应 的 
调节 ) 被 暂且 固定 在 草 酰 乙 酸 分 子 中 。 草 酰 乙 
酸 随后 转变 为 苹果 酸 ,苹果 酸 则 进入 液 泡 并 贮 
存在 里 面 。 一 旦 天 亮 , 光 反 应 开始 产生 ATP 和 
NADPH,Rubisco 也 被 激活 ,这 时 苹果 酸 离开 液 
泡 进 入 细胞 质 基 质 , 在 苹果 酸 酶 的 催化 下 一 分 
为 二 ,为 卡尔 文 循环 输送 CO;。 显 然 CAM 植物 
以 这 种 方式 来 固定 CO0,, 在 降低 光 呼 吸 方 面 与 
Cs 植物 具有 异曲同工 之 妙 (图 26-21)。 





Cs 植物 CAM 植物 
伟 26-21 C, 植物 与 CAM 植物 光 呼 吸 的 异同 


第 六 节 ”卡尔 文 循环 的 调 他 


构成 暗 反 应 的 卡尔 文 循 环 与 其 他 任何 一 条 代谢 途径 一 样 ,也 受到 严格 的 调控 。 调 控 的 方式 有 光 激 活 
(dight activation) 和 瞳 抑制 (dark inhibition), 那 么 光 是 如 何 激活 卡 尔 文 循 环 的 呢 ? 概括 起 来 有 以 下 几 种 方式 : 

(1) 光 诱 导 的 pH 变化 (light-induced pH change) 光 反 应 可 导致 质子 被 汞 入 类 吉 体 腔 ,使 得 基质 的 
pH 升 高 到 8 左右 , 碱 性 的 pH 可 激活 基质 内 参与 卡尔 文 循环 的 Rubisco\1,6- 二 磷酸 果糖 磷酸 酶 和 二 
磷酸 景 天 庚 酮 糖 磷酸 酶 。 

(2) 光 诱 导 的 还 原 能 力 的 产生 (light-induced generation of reducing power) 卡尔 文 循 环 中 的 5- 磷 
酸 核 酮 糖 激酶 1,6- 二 磷酸 果糖 磷酸 酶 1,7- 二 磷酸 景 天 庚 酮 糖 磷酸 酶 和 3- 磷酸 甘油 醛 脱 氢 酶 都 是 
芒 基 酶 。 当 这 些 酶 的 一 基 被 氧化 成 二 硫 键 以 后 , 酶 将 丧失 活性 , 光 反 应 中 产生 的 还 原型 铁 氧 还 蛋白 则 
通过 硫 氧 还 蛋白 (thioredoxin) 维持 这 些 琉 基 酶 
本 处 于 有 活性 的 状态 (图 26-22)。 

和 某 些 植物 在 晚上 能 够 合成 一 种 天 然 的 过 
(tt 到 LI 汪汪 全， 渡 态 类 似 物 抑制 剂 一 1- 磅 酸 羧 化 阿拉 伯 
糖 ” 醇 (carboxyarabinitol-1-phosphate,CAIP)， 

与 Rubisco 的 活性 中 心 结 合 ,从 而 抑制 Rubisco 
oa 站 的 活性 。 而 解除 抑制 则 需要 Rubisco 激活 本 
(Rubisco activase) 的 帮助 ,该 激活 酶 能 够 促进 CA1P 离开 Rubisce 的 活性 中 心 , 但 它 本 身 仍 需要 硫 氧 还 
蛋白 的 激活 。 

(3) 光 诱 导 的 Mg* 从 类 圳 体 流 入 基质 Mg” 对 Rubisco 的 影响 甚大 。Rubisco 具有 几 种 不 同 的 状 
态 :一 种 是 无 Mg* 结合 ,也 无 氨 甲 酰 化 的 状态 。 在 这 种 状态 下 , 酶 采取 的 是 封闭 的 构象 ,其 活性 中 心 紧 
密 结 合 着 RUBP 或 CA1P ,或 者 其 他 磷酸 单 糖 ,水 分 子 被 排除 在 外 。 因 此 ,Rubisco 没有 任何 活性 。 第 
二 种 状态 是 无 Mg” 结合 ,但 其 Lys 残 基 上 的 es- 氨基 已 被 修饰 成 氨 甲 酰基 ,这 时 酶 采取 的 是 开放 的 构 
象 ,结合 在 活性 中 心 的 RUBP 或 其 他 磷酸 单 糖 已 被 释放 ,但 是 酶 仍然 无 活性 。 第 三 种 状态 是 有 Mg” 结 
合 的 氨 甲 酰 化 形式 ,只 有 这 种 状态 的 Rubisco 才 具 有 活性 (图 26-23)。 

Rubisco 的 激活 受到 激活 酶 和 Mg 的 调节 。 在 光照 的 条 件 下 ,Mg* 涌 人 基质 ,ATP 和 NADPH 被 合成 。 
这 时 候 , 环 绕 在 Rubisco 周围 的 具有 ATP 酶 活性 的 激活 酶 被 激活 ,在 水 解 ATP 的 同时 改变 了 Rubiseo 的 
构象 ,促进 与 Rubisco 活性 中 心 结 合 的 RUBP 或 其 他 物质 的 释放 。 随 后 在 Mg 的 存在 下 ,Rubisco 上 一 个 
特定 的 Lys 残 基 经 历 甲 酰 化 修饰 。 修 饰 后 的 Rubisco 再 结合 一 个 Mg 就 可 以 转变 成 活性 形式 。 





es 
S-S 





DA 


RUBP 既是 Rubisco 
的 底 物 ,又 是 它 的 抑制 剂 。 你 
认为 这 句 话 对 吗 ? 
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26-23 Mg” 和 激活 酶 对 Rubisco 的 调节 


科学 故事 一 一 卡尔 文 循 环 的 发 现 
卡尔 文 循环 的 阐明 既 要 早 功 于 实验 设计 的 巧妙 ,还 要 归功 于 电泳 技术 和 同位 素 示 陈 技术 的 发 展 。20 世 
二 帮 刘 人 























光合 有 机 体 一 小 球 洛 (Chlorella) 的 悬 波 研究 光合 丙 所 本 人 
作用 的 暗 反 应 。 他 人 首先 给 小 球 薄 细胞 提供 持续 的 
光照 和 CO,, 使 光合 作用 处 于 稳 态 ;然后 他 们 在 短 时 闪 本 网 妆 
间 内 加 入 放射 性 同位 素 标记 的 “Co 以 标记 循环 的 ， 2 
中 间 产 物 ; 接 着 将 细胞 悬 液 迅 速 倾 入 考 沸 的 乙醇 深 同化 5s ee 
液 中 杀 死 细胞 ,致使 酶 失 活 ;最 后 使 用 双向 纸 电 泳 和 
苹果 酸 

放射 自 显 影 ;分 离 \ 分 析 循环 中 的 中 间 产 物 。 ee on ee 

Calvia 通过 这 种 方法 ,鉴定 出 碳 同化 过 程 中 形 ” 吏 。 鞭 氨 酸 喇 Asp 
成 的 3- 硝酸 甘油 酸 (PGA) 和 其 他 一 些 酸 糖 中 间 人 站 PEP 
产物 (图 26-24)。 为 了 找 出 最 早 形 成 的 碳 同 化 中 间 ee GA 
产物 ,他 们 在 细胞 接触 到 "Co, 以 后 不 同 的 时 段 ( 间 让 小 这 尖 仆人 
隔 3%.5s10*。 和 15 中 内 杀 死 细胞 ,比较 最 后 的 电 。 ，,。 和 和 0 | 


泳 和 放射 自 显影 图 谱 , 结 果 发 现 3- 磷酸 甘油 酸 是 
下 
油 是 最 时 形成 的 同化 中 间 产 物 ,而 其 他 被 标记 的 磷酸 糖 中 间 产 物 则 是 它 的 衍生 物 。 

为 了 推导 出 整个 同化 途径 ,需要 确定 *C 在 每 一 个 被 标记 的 糖 上 的 位 置 。Calvin 及 其 同事 在 小 球 藻 短暂 
与 YCO, 接触 以 后 杀 死 细胞 ,分 离 出 各 中 间 产 物 , 然 后 使 用 化 学 降解 的 方法 ,确定 每 一 种 中 间 产 物 上 每 -个 位 
置 C 原子 的 vc 的 相对 含量 。 结 果 显示 ,"C 起 初 主要 出 现在 3- 础 梭 甘 酒 酸 的 次 基 上 。 这 个 结果 似乎 在 说 明 ， 
co, 的 起 始 受 体 是 “个 二 碳化 合 物 。 这 样 的 推论 促使 卡尔 文 拼命 去 寻找 这 种 一 碳 中 间 产 物 , 但 却 -无 所 获 。 

后 来 卡尔 文 发 现 , 酸 戊 糖 和 一 础 酸 戊 糖 ( 核 酮 糖 ) 也 参与 循环 。 这 就 意味 着 还 有 另外 一 种 可 能 姓 ， 
即 五 碳化 合 物 作为 CO, 的 起 始 受 体 。 这 种 在 观念 上 的 突破 让 他 们 很 快 确定 了 1,5- 二 磷酸 核 酮 糖 是 CO， 
的 最 初 受 体 ,并 最 终 导 致 全 部 循环 步 卫 的 阐明 。 

卡尔 文 的 工作 大 大 促进 了 人 们 对 地 球 上 所 有 生命 都 很 重要 的 光合 作用 瞳 反应 的 认识 ,他 当之无愧 地 
荣获 了 1961 年 的 诸 贝 尔 化 学 奖 。 


《26, 
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1. http:/Wen.wikipedia.org/wiki/Photosynthesis (维基 百科 有 关 光 合作 用 的 内 容 ) 

2. http :Wwww.estrellamountain.edu/faculty/farabee/biobk/BioBookPS.html 

3. http:/web.virginia.edu/Heidi/ehapter22/ehp22framesethtm (美国 弗吉尼亚 大 学 生物 化 学 网 络 课程 ,有 
关 光 合作 用 的 内 容 ) 

4. http:Wwww.uic.edu/elasses/bios/bios100/lecturesf04amyleet10.htm (美国 伊利 诺 伊 大 学 芝加哥 分 校 提 供 
的 光合 作用 的 内 容 ) 

5. http://www.wiley.com/college/boyer0470003790/animations/photosynthesis/photosynthesis.htm (光合 作用 
的 动画 ) 
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如 何 设 计 一 个 实 
验 ,证 明 糖 原 磷 酸化 酶 的 催化 
作用 与 吡 哆 醛 基 团 无 关 ? 


356 


色 第 一 十 七 章 ” 糖 原 代 谢 


糖 原 又 名 动物 淀粉 ,是 糖 类 在 动物 体内 的 储存 形式 ,主要 存在 于 肝 肌肉 和 肾 中 , 它 在 动物 体内 的 
存在 有 利于 维持 血糖 浓度 的 稳定 ,同时 可 提供 一 种 容易 快速 动员 的 短期 储备 燃料 。 一 些 细菌 (如 农 杆 
菌 ) 和 真菌 (如 酵母 ) 也 能 合成 糖 原 。 有 关 糖 原 在 体内 的 分 解 和 合成 ,特别 是 其 调控 机 制 ,一直 是 人 们 
研究 的 重点 ,已 发 现 许 多 疾病 与 糖 原 的 代谢 失调 有 关 。 

本 章 将 重点 介绍 糖 原 在 高 等 动物 体内 的 分 解 、 合 成 及 其 调节 机 制 。 


第 一 六” 糖 原 的 分 解 


参与 糖 原 分 解 的 主要 酶 是 糖 原 磷 酸化 酶 (glycogen phosphorylase), 它 催化 糖 原 的 磷酸 解 反 应 ,被 磷 
酸 解 的 葡 糖 残 基 总 是 位 于 非 还 原 端 (图 27-1): 


CHOH CH;OH CH;OH CHOH 
OH OH OH OH 
非 还 原 端 Pi ss 
糖 原 磷 酸化 酶 a 
CH;OH CH5OH CHOH CHOH 
十 
Ke > ee UK > Ke >。 Ke >。 
OH OH OH 7 一 1 
1 一 磷酸 葡 糖 葡萄 糖 
单位 


四 2- 1 糖 原 磷酸 化 反应 


此 反应 的 AC” 为 3.1 kJ/mol, 似 乎 对 磷酸 解 不 利 ,但 由 于 细胞 内 无 机 磷酸 的 浓度 远 远 高 于 1- 
磷酸 葡 糖 ,因此 反应 几乎 只 能 朝 糖 原 分 解 的 方向 进行 。 磷 酸 解 反应 与 水 解 反 应 十 分 相似 ,只 不 过 是 由 
无 机 磷酸 代替 水 分 子 。 

糖 原 磷酸 化 酶 由 两 个 完全 相同 的 亚 基 组 成 ,每 一 个 亚 基 各 共 价 结合 一 分 子 磷酸 吡 哆 醛 , 结 合 的 方 
式 为 希 夫 碱 式 。 现 已 明确 磷酸 吡 哆 醛 在 磷酸 化 反应 中 的 作用 。 参 与 磷酸 化 反应 的 只 是 与 吡 哆 醛 结合 
的 磅 酸 基 团 ,而 与 吡 哆 醛 无 关 。 

糖 原 磷酸 化 酶 催化 的 反应 历程 (图 27-2) 是 :在 反应 开始 之 前 ,作为 底 物 的 无 机 磷酸 正好 位 于 磷酸 
吡 哆 醛 的 磷酸 基 团 与 糖 原 底 物 之 间 , 这 种 前 后 排列 使 得 吡 哆 醛 上 的 磷酸 基 团 作为 广义 的 酸 碱 催化 剂 
发 挥 作用 。 反 应 开始 时 ,作为 底 物 的 磷酸 提供 一 个 质子 给 非 还 原 端 要 离开 的 葡 糖 残 基 C4 上 的 氧 原 子 ， 
形成 半 椅 式 氧 正 离子 (oxonium) 中 间 物 ,同时 它 又 从 吡 哆 醛 上 的 磷酸 基 团 得 到 一 个 质子 。 随 后 , 底 物 
磷酸 与 半 椅 式 中 间 物 反应 生成 1- 磷酸 葡 糖 ,同时 把 质子 还 给 吡 哆 醛 上 的 磷酸 基 团 。 在 整个 反应 过 程 
中 ,水 分 子 被 完全 排除 在 活性 中 心 之 外 ,以 阻止 水 解 反应 的 发 生 ,很 好 地 避免 了 ATP 的 浪费 。 

然而 , 糖 原 磷酸 化 酶 的 作用 受到 一 定 的 限制 :首先 , 它 只 能 作用 c-1,4 糖苷 键 , 不 能 作用 于 分 支 
点 上 的 w-1,6 糖苷 键 ; 其 次 , 它 并 不 能 作用 于 所 有 的 e-1,4 糖 背 键 , 当 遇 到 与 分 支点 相距 4 个 葡 糖 


残 基 的 -1,4 糖苷 键 时 就 无 法 发 挥 作 用 ,这 时 就 需要 脱 支 酶 (debranching enzyme)。 脱 支 酶 是 一 种 
双 功 能 酶 , 它 的 一 种 功能 是 具有 1,4 一 1,4- 葡萄 糖 基 转 移 酶 (glycosyl transferase) 活 性 ,借助 此 活性 ， 
可 以 将 与 分 支点 葡萄 糖 残 基 相 连 的 不 能 再 被 磷酸 解 的 3 个 葡萄 糖 单位 ,同时 转移 到 邻近 窒 糖 链 的 非 
还 原 端 ,并 维持 以 w-1,4 糖苷 键 连接 。 被 转移 到 新 位 点 上 的 葡萄 糖 残 基 可 以 正常 地 进行 磷酸 解 ,而 
遗留 在 分 支点 的 葡萄 糖 残 基 , 在 脱 支 酶 的 第 二 种 功能 即 -1,6- 糖苷 酶 (a-1,6-glucosidase) 的 活性 
作用 下 ,被 水 解 成 游离 的 葡萄 糖分 子 ( 图 27-3)。 但 除非 机 体 在 长 时 间 饥 饿 的 状态 下 ,细胞 内 的 一 个 
糖 原 分 子 很 少 会 被 完全 降解 ,通常 只 有 它 的 外 围 部 分 降解 ,而 留 下 一 个 核心 ,作为 糖 原 再 合成 时 的 引 
物 (参看 糖 原 的 合成 )。 

糖 原 在 磷酸 解 的 时 候 , 所 有 的 非 还 原 端 可 同时 作为 磷酸 化 酶 的 作用 各 标 ,因此 , 糖 原 可 以 在 很 短 
的 时 间 内 动员 。 分 支点 越 多 , 非 还 原 端 就 越 多 ,动员 的 速率 就 越 快 。 


(7 


(CT 天 泻 粉 酶 能 不 能 作用 
于 糖 原 ? 假定 能 够 作用 , 那 
么 每 杰 放 一 个 葡萄 糖 单位 ， 
经 糖 酵 解 可 产生 多 少 分 子 的 
ATP? 
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磷酸 解 下 来 的 1- 磷酸 葡 糖 经 变 位 反应 转变 成 6- 磷酸 葡 糖 ,后 者 既 可 以 直接 进入 糖 酵 解 ,又 可 以 
进入 内 质 网 ,被 参与 糖 异 生 最 后 一 步 反 应 的 酶 (6- 磷酸 葡 糖 磷酸 酶 ) 水 解 成 葡萄 糖 , 并 最 终 进 入 血液 成 
为 血糖 的 一 部 分 。 但 由 于 肌 细 胞 不 表达 6- 磷酸 葡 糖 磷酸 酶 , 肌 糖 原 磷酸 解 下 来 的 1- 磷酸 葡 糖 只 能 
进入 糖 酵 解 氧化 , 而 不 会 脱 掉 磅 酸根 ,更 不 会 离开 肌 细 胞 成 为 血糖 的 一 部 分 。 显 然 , 如 果糖 原 磷 酸 解 
释放 出 的 1 个 1- 磷酸 葡 糖 直接 进入 糖 酵 解 ,产生 的 ATP 就 要 比 游 离 的 葡萄 糖 在 糖 酵 解 中 产生 的 ATP 
多 1 个 。 这 似乎 意味 着 糖 原 的 产能 效率 比 游离 的 葡萄 糖 要 高 ,其实 不 然 , 糖 原 是 由 游离 的 葡萄 糖分 子 
合成 的 ,而 一 个 游离 的 葡萄 糖分 子 要 变 成 糖 原 中 的 一 个 葡萄 糖 残 基 , 需 消耗 2 个 ATP 分 子 。 


第 二 和 节 糖 原 的 合成 


糖 原 的 合成 并 不 是 其 磷酸 解 的 逆反 应 , 它 需 要 由 一 种 全 新 的 酶 即 灶 原 合 酶 (gycogen synthase) 来 
催化 。 

糖 原 的 合成 具有 以 下 几 个 特征 : 

(1) 需要 活化 的 葡萄 糖 单位 ”游离 的 葡萄 糖分 子 并 不 能 直接 作为 糖 原 合 酶 的 底 物 ,而 需要 在 细 
胞 内 首先 被 激活 成 6- 磷酸 葡 糖 ,然后 在 磷酸 葡 糖 变 位 酶 的 催化 下 , 异 构 化 成 1- 磷酸 葡 糖 。1- 磷 
酸 葡 糖 在 动物 和 酵母 体内 受 UDPGCle 焦 磷酸 化 酶 (UPD-glucose pyrohorylase) 的 催化 ,转变 成 葡萄 糖 
的 一 种 活化 形式 一 一 UDPGClc( 图 27-4)。 在 细菌 体内 ,1- 磷酸 葡 糖 转变 为 葡萄 糖 的 另外 一 种 活化 形 
式 一 一 ADPGle。 葡 萄 糖 转变 成 1- 磷酸 
葡 糖 的 反应 在 糖 酵 解 一 章 有 专门 的 描述 ， 
这 里 只 介绍 1- 磷酸 葡 糖 转变 成 UDPGle 
的 反应 。 

单独 由 1- 磷酸 葡 糖 转变 为 UDPGle 
反应 的 ACs?' 约 为 0, 这 是 一 个 典型 的 可 逆 
反应 。 但 由 于 生成 的 PPi 在 细胞 内 焦 磷酸 
酶 催化 下 , 极 易 发 生 水 解 ,致使 总 的 AG89' 





HO OH 由 四 
为 -33.5 kJ/mol, 因此 总 反应 是 不 可 逆 的 La ”和 
(图 27-5)。 这 种 由 焦 磷酸 水 解 驱 动 的 反应 
会 在 很 多 代谢 途径 中 出 现 , 例 如 脂肪 酸 活 | _ 焦 磷酸 酶 ，， 
化 ,氨基 酸 活 化 ,DNA 复制 和 转录 等 (参看 人 
有 关 章 节 )。 oO 
C) 需要 引物 “ 糖 原 合 酶 并 不 能 催化 CH2oH 者 
HO O 
糖 原 的 从 头 合成 (de novo synthesis), 只 能 9 ES 
将 葡萄 糖 单位 从 UDPGle 转移 到 事先 已 了 8 oo o 
合成 好 的 引物 分 子 上 。 能 充当 糖 原 合成 0 


引物 的 分 子 有 两 种 :一 种 是 还 没有 完全 降 UDPGle 人 下 
解 的 糖 原 分 子 , 其 残留 的 非 还 原 端 可 直接 ”图 27-4 活化 的 葡萄 糖 单位 的 形成 

作 注 引物 ,另外 种 是 重 白 质 。 对 于 本 最 。 ereeereereearroaraoseeoomr ae 
和 动物 而 言 , 充 当 引 物 的 蛋白 质 是 糖 原 素 1- 磷酸 葡 糖 +UTP UDEGIE+PPi ，， 0 


(glycogenin) 或 糖 原 蛋 白 , 它 由 两 个 相同 的 0 2 











亚 基 组 成 ,在 糖 原 的 “从 头 合成 "中 发 挥 作 ”总 反应 :1- 磷酸 和 葡 糖 + UTP 一 一 UDPGIC+ 2Pi -33.5 
用 。 精 原 素 的 作用 十 分 重要 ,如 果 一 个 细 ”图 27-5 UDPGIc 的 全 成 








人 7/ 
胞 本 来 没有 任何 糖 原 分 子 ,倘若 再 没有 糖 原 素 的 话 ,即使 它 富 含 所 有 参与 糖 原 合成 的 酶 ,也 无 法 合成 


出 一 分 子 的 糖 原 。 

糖 原 素 在 糖 原 合 成 中 的 作用 如 下 (图 27-6): 首 先 在 它 自 带 的 酷 氨 酸 葡 糖 基 转 移 酶 (tyrosine 
glucosyltransferase) 的 催化 下 ,第 一 个 葡萄 糖 单位 从 UDPGlc 转移 到 糖 原 素 Tyr194 残 基 的 羟基 上 ,形成 
第 一 个 0 型 糖苷 键 。 随 后 , 糖 原 素 两 个 亚 基 之 间 相 互 催化 (类 似 于 RTK 二 聚 体 相互 催化 的 自我 磷酸 
化 反应 ,参看 第 十 七 章 “激素 及 其 受 体 介 导 的 信号 转 导 ”), 将 第 二 个 葡萄 糖 单位 转移 到 第 一 个 葡萄 糖 
单位 的 4 号 位 羟基 上 ,形成 第 一 个 -1,4 糖苷 键 。 这 样 的 反应 可 持续 下 去 ,直到 形成 一 个 七 糖 单位 ， 
之 后 由 糖 原 合 酶 取而代之 ,但 糖 原 素 并 没有 解 离 。 糖 原 合 酶 的 活性 需要 糖 原 素 的 存在 以 及 它 与 糖 原 
素 的 直接 接触 。 当 糖 原 分 子 合成 到 一 定 大 小 以 后 , 糖 原 合 酶 与 糖 原 素 脱 离 接触 , 糖 原 停止 合成 。 因 此 ， 
一 个 细胞 内 糖 原 分 子 的 多 少 取决 于 糖 原 素 分 子 的 数目 ,而 每 一 个 糖 原 分 子 最 多 能 合成 到 多 大 则 取决 
于 糖 原 合 酶 和 糖 原 素 何 时 脱离 接触 。 





c 
一 0 一 尿 昔 no》 em- 
NH 
| 
6 酷 氨 酸 葡 糖 
CHOH 转移 本 
互 UDP | 
C 一 0 
| 
CH 一 记 
ai 
糖 原 素 的 自 催 化 
CHOH 9 
也 O 开 | 
于 C 一 0 
下 oO 9 ER 必 
OH 2 一 
a-1,4 连 接 | 
H OH 于 OH 下 


伟 27-6 由 糖 原 素 引 发 的 糖 原 合成 


在 能 合成 糖 原 的 细菌 体内 还 没有 发 现 糖 原 素 , 它 们 用 来 合成 糖 原 的 引物 可 能 就 是 糖 原 合 酶 本 身 。 

G) 合成 方向 是 从 还 原 端 到 非 还 原 端 ， 糖 原 链 的 延 伟 具 有 极 性 ,只 能 从 还 原 端 向 非 还 原 端的 方向 
进行 , 即 新 添加 的 葡萄 糖 单位 只 能 加 在 非 还 原 端 

(4) 分 支 需要 分 支 酶 (branching enzyme) 糖 原 合 酶 只 能 催化 -1,4 糖苷 键 的 形成 , 支 链 的 形成 需 已 在 脑 组 织 中 发 现 
要 分 支 酶 。 分 支 酶 能 将 一 个 七 糖 单位 ,从 一 段 长 于 11 个 葡萄 糖 残 基 的 糖 链 非 还 原 端 ,转移 到 邻近 的 ”有 少量 糖 原 的 存在 ( 约 05- 


1.5 g), 它 们 主要 存在 于 神经 胶 
糖 链 上 ,并 以 a-1,6 糖苷 键 相 连 ,新 的 分 支点 至 少 距 离 老 的 分 支点 4 个 葡萄 糖 残 基 以 上 (图 27-7)。 质 细胞 。 这 个 发 现 有 何 意义 ? 





余 27-7 糖 原 分 支 的 形成 
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框 27-1 生化 点 滴 一 一 三 大 能 源 贮备 之 PK 

机 体 有 三 大 能 源 贮备 一 糖 原 、 脂 肪 和 蛋白质 ,这 三 种 能 源 贮备 各 有 利弊。 

对 于 脂肪 来 说 ,其 优点 是 贮 能 效率 高 ,在 细胞 内 的 合成 不 会 影响 到 细胞 的 渗透 压 ,因此 ,在 理论 上 它 
可 以 无 限 地 贮存 。 但 它 的 缺点 是 动员 起 来 较 慢 , 故 只 适合 长 期 的 能 源 贮 备 。 另 外 ,脂肪 酸 的 氧化 必须 在 有 
氧 的 条 件 下 才能 进行 ,因而 ,如 果 肌 细胞 使 用 脂肪 作为 唯一 的 储 能 物质 , 那 当 细胞 出 现 氧 债 的 时 候 , 就 会 面 
临 能 源 的 短缺 。 由 此 可 见 , 当 机 体 在 做 并 不 激烈 的 运动 的 时 候 如 慢跑 和 长 跑 ), 脂 肪 才 是 一 种 不 错 的 能 源 。 

对 于 糖 原来 说 ,其 优点 有 三 点 :首先 , 糖 原 动 员 起 来 很 容易 。 糖 原 是 高 度 分 支 的 分 子 , 其 磷酸 解 反应 可 
以 在 各 非 还 原 端 同时 展开 , 故 当 一 种 动物 需要 在 短 时 间 内 消耗 较 多 能 量 的 时 候 ( 如 做 剧烈 运动 ), 糖 原 无 疑 
是 最 好 的 能 源 。 有 的 中 跑 和 自行 车 运动 员 在 比赛 之 前 ,会 摄 人 大 量 的 糖 类 ,这 样 做 的 目的 就 是 让 机 体 贮备 
尽 可 能 多 的 糖 原 供 运 动 中 使 用 。 其 次 , 糖 原 分 解 以 及 随后 的 糖 酵 解 在 有 氧 和 无 氧 条 件 下 都 可 以 进行 。 选 
择 糖 原 的 最 后 一 个 好 处 是 动物 体内 脂肪 (其 中 的 甘 视 和 奇数 脂肪 酸 除 外 ) 无 法 转化 为 葡萄 糖 ,但 红细胞 、 脑 
细胞 和 其 他 神经 组 织 严 重 依赖 葡萄 糖 的 氧化 供 能 。 当 饥 钱 的 时 候 , 肝 糖 原 可 迅速 分 解 并 转化 为 血糖 ,为 脑 
组 织 等 提供 燃料 。 使 用 糖 原 的 缺点 是 , 贮 能 的 效率 要 低 于 脂肪 ,在 细胞 内 合成 的 时 候 , 会 影响 细胞 的 渗透 
压 , 因 此 在 细胞 内 积累 有 限 ,只 适合 充当 短期 能 源 贮备 。 人 在 饥 俄 一 天 一 夜 以 后 , 糖 原 即 被 耗 尽 , 无 法 供 能 。 

对 于 蛋白 质 而 言 , 它 是 机 体 最 后 的 能 源 贮 备 ,一 般 不 会 轻易 动用 。 只 有 当 机 体 长 时 间 处 于 饥饿 的 状态 
时 ,蛋白 质 才 会 分 解 。 分 解 产 生 的 氨基 酸 主要 是 提供 糖 异 生 的 原料 ,用 来 稳定 血糖 ,并 为 脑 细 胞 供 能 。 蛋 
白质 作为 能 源 最 大 的 缺点 是 ,释放 出 来 的 氨基 酸 在 分 解 的 时 候 ,会 产生 有 毒 的 氨 , 机 体 需 要 对 其 解毒 。 而 
对 氨 的 解毒 耗 能 又 耗 水 源 。 


第 三 他” 糖 原 代谢 的 调节 


如 前 所 述 , 在 相同 的 生理 条 件 下 , 糖 原 分 解 和 糖 原 合成 都 是 放 能 反应 ,而且 都 发 生 在 细胞 质 基 质 ， 
显然 ,如 果 这 两 种 途径 同时 发 生 , 细 胞 将 陷入 无 效 循环 。 

糖 原 分 解 和 合成 的 限 速 酶 分 别 是 糖 原 磷 酸化 酶 和 糖 原 合 酶 ,这 两 种 酶 自然 也 就 成 为 糖 原 代谢 调 
节 的 主要 目标 。 调 节 这 两 种 酶 活性 的 方式 主要 有 两 种 ,一 是 别 构 调节 ,二 是 受 激素 控制 的 “可 逆 磷 酸 
化 "调节 。 


一 、 别 构 调节 

糖 原 分 解 代 谢 中 调节 的 划 标 是 糖 原 磷 酸化 酶 。 肝 细胞 和 肌 细 胞 中 的 糖 原 磷酸 化 酶 不 完全 相同 ， 
虽然 它们 属于 同 工 酶 ,但 是 两 者 在 结构 和 调节 的 某 些 方面 仍然 有 差别 , 下面 将 分 别 加 以 讨论 。 

两 种 糖 原 磷酸 化 酶 在 结构 与 调节 机 制 上 的 差异 ,实际 上 与 两 种 糖 原 的 功能 差异 有 关 。 肌 糖 原 完 全 
是 为 肌 细胞 自身 能 量 的 需要 而 存在 的 ,是 “利己 的 " ,而 肝 糖 原 是 “利他 的 ”, 其 存在 的 目的 完全 是 为 其 他 
组 织 细胞 (如 脑 细 胞 ) 提供 能 源 和 维持 血糖 浓度 稳定 。 记 住 这 两 个 事实 将 有 助 于 理解 糖 原 调节 机 制 。 

(一 ) 肌 糖 原 磷 酸化 酶 的 别 构 调 节 

肌 糖 原 磷 酸化 酶 与 肝 糖 原 磷 酸化 酶 一 样 ,都 有 a 和 两 种 形式 ,通常 a 具 有 活性 ,b 没有 活性 ,两 
者 的 区 别 仅仅 在 于 前 者 的 Serl4 被 磷酸 化 修饰 了 。 当 肌 细 胞 受到 肾上腺 素 作用 或 电 刺 激 的 情况 下 ,b 
即 转变 为 a( 详 见 第 十 七 章 “激素 及 其 受 体 介 导 的 信号 转 导 ”)。 

如 图 27-8 所 示 ,无 论 是 哪 一 种 形式 的 肌 糖 原 磷酸 化 酶 ,都 具有 T 态 和 了 R 态 两 种 构象 ,只 不 过 a 型 
的 R 态 多 ,b 型 的 T 态 多 。 值 得 注意 的 是 ,T 态 酸 化 酶 的 活性 中 心 被 一 段 自身 肽 链 形成 的 环 所 掩盖 ， 
因此 活性 较 低 。 


肌 糖 原 磷 酸化 酶 的 别 构 效 应 
物 有 ATP 6- 磷酸 葡 糖 和 AMP, 它 
们 只 作用 于 b 型 磷酸 化 酶 。 其 中 
ATP 和 AMP 直接 反映 细胞 的 能 量 
状态 ,6- 磷酸 葡 糖 由 1- 磷酸 葡 糖 
变 位 而 来 , 它 的 浓度 实际 上 反映 了 
糖 原 磷 酸 解 进行 的 程度 。 

酶 分 子 上 有 专门 结合 核 苷 酸 
的 位 点 , 当 肌 细胞 内 的 能 量 较 高 
时 ,高 浓度 的 ATP 与 处 于 R 态 的 b 
型 磷酸 化 酶 结合 ,促使 它 转 变 为 无 
册 糖 原 磅 酸化 酶 肌 糖 原 磷酸 化 酶 。 。 活性 的 T 态 , 糖 原 磅 酸 解 受 阻 ; 反 
之 , 当 肌 细胞 内 的 能 量 较 低 时 ,高 
浓度 的 AMP 与 处 于 T 态 的 b 型 磷 
酸化 酶 结合 ,促使 它 转变 为 有 活性 的 R 态 , 糖 原 分 解 随即 启动 。 当 细胞 内 糖 原 磷酸 解 到 一 定 程 度 以 后 ， 
6- 磷酸 葡 糖 升 高 ,细胞 的 能 量 提高 ,这 时 6- 磷酸 葡 糖 可 以 单独 或 者 与 ATP 一 起 作用 于 处 于 R 态 的 
型 磷酸 酶 ,促使 R 态 转变 为 T 态 。 

在 大 多 数 生 理 状态 下 ,由 于 ATP 和 6- 磷酸 葡 糖 的 抑制 , 肌 细胞 内 的 b 型 磷酸 化 酶 无 任何 活性 。 
然而 ,不 论 细胞 内 的 ATP、.AMP 和 6- 磷酸 葡 糖 的 浓度 如 何 变化 ,a 型 磷酸 化 酶 一 直 保持 活性 。 

在 肌 细 胞 处 于 静 息 状态 下 ,细胞 内 所 有 的 磷酸 化 酶 几乎 都 是 无 活性 的 b 型 (T 态 )。 当 肌 细 胞 收缩 
的 时 候 ,ATP 迅速 消耗 ,AMP 浓度 升 高 ,T 态 被 激活 成 R 态 。 与 此 同时 ,肌肉 的 运动 导致 友 上 腺 素 释放 ， 
这 有 利于 b 型 变 成 a 型。 由 于 肌肉 细胞 缺乏 6- 磷酸 葡 糖 磷酸 酶 ,6- 磷酸 葡 糖 不 会 水 解 成 葡萄 糖 ,而 
只 能 留 在 肌 细 胞 内 进行 氧化 放 能 。 

(二 ) 肝 糖 原 磷酸 化 酶 的 别 构 调节 

人 类 肝 糖 原 磷 酸化 酶 与 肌 糖 原 磷 酸化 酶 的 90% 氮 基 酸 序列 是 相同 的 ,但 是 , 正 是 那 10 色 的 差异 
使 得 两 者 在 调控 机 制 上 存在 一 些 差别 。 

首先 , 肝 细 胞 内 是 a 型 磷酸 化 酶 对 别 构 效 应 物产 生 强 烈 的 反应 ,而 不 是 b 型 磷酸 化 酶 ;其 次 , 别 构 
效应 物 并 不 是 AMP 、ATP 和 6- 磷酸 葡 糖 ,而 是 葡萄 糖 ; 此 外 , 别 构 效应 物 的 作用 方式 也 不 一 样 。 

既然 肝 糖 原 磷 酸化 酶 的 主要 功能 是 为 其 他 组 织 提 供 葡 萄 糖 ,那么 , 当 机 体 在 某 一 个 时 刻 能 从 其 他 
途径 获得 葡萄 糖 , 如 饱 食 一 顿 富 含 糖 的 食物 以 后 ,血糖 浓度 就 会 迅速 提高 ,此 时 血液 中 多 余 的 葡萄 糖 
可 通过 肝 细 胞 膜 上 高 效 的 CGLUT2 进入 肝 细 胞 ,作为 别 构 效 应 物 与 a 型 磷酸 化 酶 结合 ,促使 它 变 成 无 活 
性 的 b 型 磷酸 化 酶 。 至 于 葡萄 糖 如 何 使 磷酸 化 酶 从 a 型 转变 为 b 型 ,将 在 后 面 加 以 讨论 。 

(三 ) 糖 原 合 酶 的 别 构 调节 

与 糖 原 磷 酸化 酶 一 样 , 糖 原 合 酶 也 具有 a 型 和 型 ,但 与 磷酸 化 酶 不 同 的 是 ,a 型 主要 是 去 磷酸 化 
形式 ,b 型 主要 是 磷酸 化 形式 。 

作为 别 构 效应 物 直 接 影 响 糖 原 合 酶 活性 的 分 子 是 6- 磷酸 葡 糖 , 它 能 够 降低 b 型 合 酶 对 UDPGle 
的 K。 值 ,从 而 使 磷酸 化 的 合 酶 也 能 够 合成 糖 原 。 
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四 27- 8 _ 肌 糖 原 磁 酸 化 酶 的 活性 调节 


二 、 受 激素 控制 的 “可 逆 磷 酸化 "调节 

别 构 效 应 物 对 糖 原 磷酸 化 酶 和 糖 原 合 酶 的 直接 调节 仅仅 是 在 最 低 一 级 水 平 对 糖 原 代谢 进行 调 
节 , 更 精细 ,更 敏感 和 更 灵活 的 调节 需要 在 高 一 级 水 平 上 进行 ,这 必然 涉及 更 多 的 生物 分 子 , 如 激素 、 
受 体 .G 和 蛋白、 第 二 信使 蛋白 质 激酶 和 磷 蛋 白 磷 酸 酶 等 。 
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有 人 将 糖 原 磷酸 化 
酶 的 晶体 与 AMP 保温 ,结果 
发 现 晶体 破碎 。 对 此 你 如 何 
解释 ? 


肌肉 细胞 有 哪 几 种 
防止 能 量 缺 乏 的 措施 ? 
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肌 糖 原 的 代谢 受 
不 受 胰 高 血糖 素 的 调控 ? 为 


什么 ? 
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参与 糖 原 代谢 调节 的 激素 有 胰岛 素 、 胰 高 血糖 素 和 肾上腺 素 , 吧 上 腺 素 主 要 作用 于 肌 细 胞 , 胰 高 
血糖 素 主 要 作用 于 肝 细 胞 。 其 中 , 胰 高 血糖 素 和 肾上腺 素 促进 糖 原 的 磷酸 解 , 而 胰岛 素 促进 糖 原 的 合 
成 。 参 与 调节 糖 原 磷酸 化 酶 磷酸 化 修饰 的 激酶 主要 有 PKA 和 糖 原 磷 酸化 酶 b 激酶 ,被 修饰 的 磷酸 化 
酶 位 点 是 Serl4 ,而 参与 调节 糖 原 合 酶 磷酸 化 的 激酶 至 少 有 11 种 ,常见 的 有 PKA 、PKC 、 糖 原 磷 酸化 酶 
b 激酶 、. 糖 原 合 酶 激酶 (glycogen synthase kinase,GSK)、 酷 蛋白 激酶 (casein kinase,CK) 工 和 酪 蛋白 激 酶 
I ,磷酸 化 位 点 至 少 有 9 个 。 磷 蛋白 磷酸 酶 则 主要 是 磷 和 蛋白 磷酸 酶 -1](phosphoprotein phosphatase type 1， 
PP-1)。 关 于 胰 高 血糖 素 和 肾上腺 素 激活 糖 原 磷 酸化 酶 和 抑制 灶 原 合 酶 的 机 制 见 图 27-9 ,详细 过 程 见 
第 十 七 章 “激素 及 其 受 体 介 导 的 信和 号 转 导 ”, 这 里 主要 进一步 介绍 糖 原 磷 酸化 酶 b 激酶 的 结构 和 功能 ， 
同时 重点 介绍 PP-1 在 糖 原 代谢 调节 中 独特 的 作用 。 
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27-9 ， 糖 原 代谢 的 调节 


糖 原 磷 酸化 酶 b 激酶 由 aw、B、y 和 8 亚 基 组 成 ,每 一 个 亚 基 有 4 个 拷贝 ,因此 可 简写 成 (apy8),。 
其 中 B 亚 基 含 有 磷酸 化 位 点 ,为 催化 亚 基 ,8 亚 基 本 质 上 是 钙 调 蛋白 。 糖 原 磷酸 化 酶 b 激酶 的 底 物 既 
有 糖 原 磷酸 化 酶 b, 又 包括 糖 原 合 酶 a( 图 27-10)。 

当 细 胞 内 的 PKA 系统 被 肾上腺 素 或 胰 高 血糖 素 激活 以 后 ,磷酸 化 酶 b 激酶 的 B 亚 基 被 磷酸 化 修 
饰 ,这 时 它 只 有 部 分 活性 ,要 想 达 到 完全 的 活性 ,3 亚 基 就 必须 结合 有 Ca ; 同样 ,如 果 仅 仅 8 亚 基 结 
合 有 Ca ,而 B 亚 基 没有 被 磷酸 化 ,也 只 有 部 分 活性 。 因 此 ,磷酸 化 酶 b 激酶 的 完全 激活 需要 Ca* 和 
PKA 的 共同 作用 。 

细胞 内 的 Ca 通常 贮存 在 内 质 网 ,因此 细胞 质 基 质 的 Ca* 浓度 一 般 很 低 , 难 以 结合 钙 调 蛋白 。 因 
此 ,要 想 完 全 激活 糖 原 磷酸 化 酶 b 激酶 ,Ca” 必须 得 从 内 质 网 里 释放 出 来 。 

肝 细 胞 和 肌 细胞 促进 Ca* 释放 的 机 制 完全 不 同 ,前 者 通过 肾上腺 素 与 它 的 wi- 受 体 结合 ,经 过 
Gd 蛋白 激活 PLC-B ,产生 第 二 信使 PP 来 完成 反应 (参看 第 十 七 章 “激素 及 其 受 体 介 导 的 信号 转 导 ”); 
后 者 直接 由 神经 脉冲 控制 ,肌肉 收缩 的 同时 ,就 有 大 量 Ca* 从 肌 浆 网 里 面 释 放 进 入 细胞 质 基质 。 
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PP-! 是 一 种 非常 重要 的 磷 和 蛋白 磷酸 酶 ,由 催化 亚 基 和 糖 原 结合 亚 基 (glycogen-binding subunit, 简 
称 G 亚 基 ) 组 成 。G 亚 基 负责 与 糖 原 结合 ,而 PP-1 只 有 与 糖 原 结合 以 后 才 会 有 活性 。 它 的 底 物 包括 
太 原 磷酸 化 酶 a\ 糖 原 磷酸 化 酶 b 激酶 、 磷 蛋白 磷酸 酶 抑制 剂 -la 和 糖 原 合 酶 b。 它 的 作用 就 是 催化 
这 几 种 蛋白 质 的 去 磷酸 化 反应 ,一 方面 抑制 了 糖 原 磷酸 化 酶 b 激酶 、 糖 原 磷 酸化 酶 和 磷 和 蛋白 磷酸 酶 
抑制 剂 的 活性 , 另 一 方面 则 刺激 了 糖 原 合 酶 的 活性 。 而 它 本 身 的 活性 既 受到 磷 蛋 白 磷酸 酶 抑制 剂 -1 
(phosphoprotein phosphatase inhibitor 1,PPI-1) 的 直接 调节 ,又 受到 和 蛋白质 激酶 的 调节 。 能 够 修饰 PP-1 





维持 糖 原 合 酶 处 于 a 型 ， 
磷酸 化 酶 处 于 b 型 ,导致 
糖 原 合成 增强 , 糖 原 分 
解 受阻 


胰岛 素 刺激 的 
胰岛 素 一 蛋白 激酶 


27-11 PP-1 对 糖 原 代谢 的 调节 


肾 上 刺激 
腺 素 








如 图 27-11 所 示 ,PP-1 能 
够 通过 它 的 G 亚 基 与 糖 原 结合 ， 
当 细 胞 受到 胰岛 素 作 用 的 时 候 ， 
胞 内 一 种 特殊 的 蛋白 质 激酶 被 
激活 ,PP-1 被 磷酸 化 修饰 ,在 这 
种 状态 下 ,PP-1 仍然 与 G 亚 基 
结合 在 一 起 , 酶 活性 极 高 。 高 活 
性 的 PP-1 可 导致 细胞 内 糖 原 
磷酸 化 酶 和 糖 原 磷酸 化 酶 b 激 
酶 都 处 于 低 活 性 的 去 磷酸 化 状 
态 ,而 糖 原 合 酶 活性 较 高 ,此 时 
细胞 内 的 糖 原 合成 增强 ;反之 ， 
当 细 胞 受到 胰 高 血糖 素 或 虽 上 
腺 素 作 用 的 时 候 , 细 胞 内 的 PKA 
被 激活 ,导致 PP-1 发 生 磷 酸化 
修饰 ,但 其 修饰 位 点 不 同 于 被 胰 
岛 素 激活 的 蛋白 质 激酶 修饰 的 
位 点 ,因此 产生 的 效应 是 不 一 样 
的 。 被 PKA 修饰 的 PP-1 与 它 
的 G 亚 基 解 离 , 其 酶 活性 急剧 下 
降 ( 图 27-12)。 在 这 种 情况 下 ， 
细胞 内 的 糖 原 磷 酸化 酶 和 糖 原 
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磷酸 化 酶 b 激酶 将 处 于 高 活性 的 磷酸 化 状态 ,而 糖 原 合 酶 则 处 于 低 活 性 状态 ,因此 ,此 刻 细 胞 内 的 糖 
原 磷 酸 解 作 用 增强 ,而 糖 原 合成 受到 抑制 。 

在 肌肉 细胞 中 ,PP-1 还 受到 磷 蛋 白 磷酸 酶 抑制 剂 -1 的 调节 。 这 种 抑制 剂 本 身 也 是 蛋白 质 ,也 能 
受到 PKA 的 修饰 。 当 细胞 内 的 PKA 系统 受到 激活 以 后 ,该 抑制 剂 也 被 磷酸 化 修饰 ,而 从 无 活性 的 b 
变 成 有 活性 的 a。 有 活性 的 抑制 剂 a 便 与 从 G 亚 基 解 离 出 来 的 PP-1 结合 ,从 而 导致 PP-1 的 活性 完 
全 丧失 。 有 趣 的 是 ,抑制 剂 的 去 磷酸 化 反应 也 由 PP-1 催化 。 

在 肝 细 胞 中 ,PP-1 的 调节 活性 主要 由 它 与 哪 一 种 形式 的 糖 原 磷酸 化 酶 a 结合 而 定 ,如 前 述 , 磷 酸 
化 酶 有 R 态 和 T 态 两 种 构象 ,两 种 构象 都 可 以 与 PP-1 结合 ,但 只 有 处 于 T 态 时 ,磷酸 化 酶 上 的 Serl4 
才 会 暴露 出 来 被 水 解 。 因 此 , 当 磷酸 化 酶 a 处 于 R 态 时 ,PP-1 即使 结合 上 去 ,也 不 起 作用 ,只 有 当 它 
转变 为 了 T 态 以 后 , 才 会 被 水 解 掉 Serl4 上 的 磷酸 基 团 ,并 变 为 无 活性 的 b, 将 磷酸 化 酶 a 变 为 无 活性 的 
磷酸 化 酶 b。 在 肝 细 胞 内 ,调节 糖 原 磷 酸化 酶 a 从 R 态 向 T 态 转变 的 物质 是 游离 的 葡萄 糖分 子 , 因 此 ， 
在 某 种 意义 上 , 糖 原 磷酸 化 酶 a 可 被 视 为 葡萄 糖 在 细胞 内 浓度 变化 的 感应 器 。 如 图 27-13 所 示 , 当 肝 
细胞 内 游离 的 葡萄 糖分 子 浓度 较 高 时 , 它 与 处 于 R 态 的 磷酸 化 酶 a 结合 ,促使 R 态 转变 为 T 态 ,而 处 
于 T 态 的 磷酸 化 酶 a 立即 被 PP-1 水 解 转变 成 无 活性 的 磷酸 化 酶 b。 与 此 同时 ,PP-1 从 已 变 成 b 型 的 
磷酸 化 酶 上 解 离 下 来 ,以 糖 原 合 酶 b 为 底 物 ,使 之 变 成 有 活性 的 糖 原 合 酶 ae 





总 之 ,无 论 是 肝 细 胞 还 是 肌 细 胞 ,其 胞 内 的 糖 原 磷 酸化 酶 和 糖 原 合 酶 是 同时 受到 调控 的 。 哪 一 种 
被 激活 . 哪 一 种 被 抑制 完全 取决 于 细胞 当时 的 生理 状况 ,整个 调节 过 程 是 极为 复杂 的 , 既 受 到 别 构 效 
应 物 的 直接 调节 ,又 受到 “可逆 磷酸 化 "的 级 联 控制 ,而 后 一 种 方式 最 终 由 激素 控制 。 


科学 故事 一 一 糖 原 素 的 发 现 

对 糖 原 代谢 的 研究 造就 了 许多 著名 的 生化 学 家 ,其 中 就 有 6 人 因此 而 荣获 诸 贝 尔 生理 学 或 医学 奖 。 
他 们 包括 :Cori 夫妇 、Luis Leloir、Sutherland、Edmond H. Fische 和 Edwin G. Kreb。 这 里 介绍 的 是 糖 原 合成 
代谢 的 研究 促成 糖 原 素 发 现 的 故事 。 

最 初 人 们 对 糖 原 合成 的 认识 很 肤浅 ,而 且 很 多 观点 并 不 正确 。 例 如 认为 糖 原 合成 仅仅 是 糖 原 磷酸 解 
的 逆反 应 。 在 体外 , 糖 原 的 确 可 在 糖 原 磷酸 化 梅 和 分 支 酶 的 催化 下 形成 。 有 人 发 现 该 反应 需要 引物 ,但 引 
物 究竟 是 什么 并 不 请 楚 。 

WiliarmJ Whelan 于 1950 年 也 加 入 到 研究 糖 原 合成 代谢 之 中 。 但 他 开始 研究 的 是 土豆 里 面 的 淀粉 
磷酸 化 酶 催化 1- 磷酸 葡 糖 合成 直 链 淀粉 的 反应 。 在 此 研究 中 ,他 发 现 麦 荐 五 糖 和 六 糖 可 作为 注 粉 合成 
的 引物 。 然 而 ,他 很 快 发 现 ,体内 催化 糖 原 合成 的 酶 并 非 磷 酸化 酶 ,而 是 另外 一 种 酶 , 即 糖 原 合 梅 。 对 于 糖 
原 合 酶 来 说 , 它 催化 的 反应 至 少 要 在 麦芽 四 糖 (maltotetraose) 这 样 大 小 的 引物 上 才能 进行 。 那 么 麦芽 四 糖 
又 是 怎样 合成 的 呢 ? 


1962 年 ,Car Cori 及 其 同事 报道 ,肌肉 细胞 的 糖 原 磷酸 化 酶 不 需要 引物 就 可 以 将 1- 磷酸 葡 糖 合成 为 
糖 原 。 他 们 把 这 样 的 合成 称 为 “从 头 合成 "。 但 双 helan 在 重复 Cori 的 实验 中 , 发现 Cori 是 错 的 。 于 是 ， 
有 关 糖 原 合成 需要 不 需要 引物 以 及 引物 是 如 何 合成 的 问题 引起 了 很 大 的 争议 和 关注 。 

直到 1975 年 ,ELeloir 实验 室 的 Clara Krisman 发 现 ,将 大 鼠 肝 细胞 的 抽取 物 与 “C 标记 的 UDPGIlc 保 
温 , 一 段 时 间 以 后 ,用 三 氧 C 酸 (TCA) 沉 演 , 可 得 到 类 似 糖 原 的 物质 。 于 是 ,Krisman 认为 , 糖 原 连 在 一 种 
蛋 自 质 分 子 上 ,而 这 种 蛋白 质 可 能 就 是 糖 原 合成 真正 的 引物 ,而 不 是 之 前 认为 的 游离 麦芽 四 糖 。Krisman 
还 进一步 推 想 ,这 种 蛋白质 充当 糖 原 起 始 合 酶 (gjycogen initiator synthase), 由 它 催 化 麦 东 四 糖 的 形成 。 

当 Whelan 得 知 这 个 消息 以 后 ,决定 邀请 Krisman 一 起 来 寻找 可 能 充当 糖 原 合成 引物 的 蛋白 质 。 他 们 
的 思路 是 首先 去 找 细胞 内 与 糖 原 共 价 结合 的 蛋白 质 。 尽 管 他 们 也 意识 到 ,作为 引物 的 蛋白 质 与 糖 原 的 结 
合 可 能 不 是 永久 性 的 ,很 可 能 在 麦芽 四 糖 合成 好 以 后 就 与 糖 原 分 离 了 ,但 他 们 仍然 觉得 值得 一 试 。 

关于 细胞 内 的 糖 原 与 蛋白 质 结合 这 种 观点 并 不 新 鲜 , 事 实 上 早 在 1886 年 就 有 相关 的 报道 了 。 到 了 
1930 年 左右 ,Wilstaette 认为 细胞 内 的 糖 原 有 两 种 ,一 种 与 蛋白 质 结 合 , 另 一 种 不 与 蛋白 质 结合 ,其 中 前 一 
种 可 以 被 低 请 度 的 TCA 沉淀 。 但 到 了 1961 年 ,Stetten 对 两 种 可 能 的 糖 原 组 分 进行 了 详细 的 研究 ,最 后 得 
出 与 蛋白 质 结合 的 糖 原 是 实验 假象 的 结论 ,并 认为 麦芽 四 糖 是 合成 糖 原 的 引物 。 于 是 ,在 此 后 很 长 的 一 段 
时 间 内 ,再 没有 人 对 与 糖 原 结合 的 蛋白 质 这 个 问题 感 兴趣 了 。 

现在 ,有 关 糖 原 中 含有 蛋白 质 的 问题 又 被 提出 ,并 引起 了 Whelan 等 人 浓厚 的 兴趣 。 他 们 很 快 就 发 现 
肝 糖 原 的 确 含有 蛋白 质 ,但 不 久 就 把 研究 对 象 改 为 肌 糖 原 , 因 为 考虑 到 肌 糖 原 含量 更 加 丰富 。 到 了 1979 
年 ,他 们 的 研究 终于 取得 了 突破 性 的 进展 ,一 名 来 自 波兰 的 访问 学 者 Joseph Lomako, 从 肌 糖 原 中 分 离 到 一 
种 只 .为 3.7x10 的 蛋白 质 , 这 种 蛋白 质 与 葡萄 糖 残 基 共 价 结合 ,他 们 将 这 种 蛋白 质 命名 为 糖 原 素 。 

在 得 到 糖 原 素 以 后 ,他 们 决定 先 确定 它 与 糖 原 之 间 的 共 价 连接 方式 。 但 这 一 步 研 究 并 不 顺利 ,主要 有 
三 个 原因 :一 是 两 者 的 连接 方式 是 全 新 的 ,与 通常 的 蛋白 质 - 糖 类 的 连接 方式 差别 很 大 ;二 是 蛋白 质 分 子 
中 与 糖 原 连接 的 Tyr 残 基 在 酸性 水 解 条 件 下 很 容易 被 破坏 ;三 是 缺乏 后 续 的 研究 经 费 。Whelan 在 已 经 发 
现 兔子 的 肌 糖 原 都 有 共 价 结合 的 蛋白 质 的 时 候 , 仍然 没有 能 够 得 到 NIH 基金 的 后 续 支 持 , 因为 评审 专家 
认为 这 项 研究 进展 太 慢 。 但 Whelan 并 没有 因此 放 奔 对 糖 原 素 的 研究 ,在 没有 相关 经 费 的 支持 下 ,他 的 两 
个 研究 生 Ignacio Rodriguez 和 Brent Kirkma 继续 研究 了 6 年 。 到 了 1985 年 ,他 们 终于 确定 了 糖 原 素 和 糖 
原 之 间 的 连接 方式 。 有 了 这 个 结果 以 后 ,他 们 想 从 NIH 申请 进一步 研究 的 基金 ,以 得 到 纯 的 糖 原 素 , 并 了 确 
定 它 是 否 就 是 糖 原 从 头 合成 的 引物 。 然 而 ,让 他 们 意 想不到 的 是 ,他 们 的 基金 申请 再 次 被 拒 。 被 拒 的 理由 
竟然 是 ,评审 专家 对 重复 认为 糖 原 素 是 糖 原 合 成 引物 的 推论 感到 困扰 。 要 知道 没有 经 费 的 支持 ,任何 一 项 
研究 都 是 寸步 难 行 的 。 虽 然 这 时 Whelan 已 达到 退休 的 年 龄 ,但 仍 没 有 放弃 对 糖 原 素 的 研究 。 他 继续 用 
着 一 点 点 退休 基金 揭 强 支撑 着 下 一 步 的 研究 。 终 于 有 一 天 , 当 他 们 将 兔子 肌肉 细胞 的 抽取 物 、cC 标记 的 
UDPGlc 和 含有 Mn” 的 缓冲 该 混合 在 一 起 以 后 ,发 现 有 蛋白 质 被 同位 素 标记 。 在 使 用 SDS- 聚 丙烯 酰胺 
凝 胶 电 泳 进 行 分 离 后 , 发 现 被 标记 的 蛋白 质 位 于 3.7x10+ 的 位 置 。 经 糖 原 素 抗体 的 Westema 印迹 验证 , 确 
定 被 标记 的 蛋白 质 就 是 糖 原 素 。 于 是 , 糖 原 素 作为 糖 原 从 头 合成 的 引物 终于 得 到 了 确认 。 


推荐 网 址 : 


ee 


MD 
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-http :/Wthemedicalbiochemistrypage.org/glycogen.html (完全 免费 的 医学 生物 化 学 课程 网 站 ,有 关 糖 原 代 
谢 的 内 容 ) 


-。 http :Wwww.rpi.edu/deptbcbp/molbiochem/MBWeb/mbl/part2/glycogen.htm (美国 伦 斯 勒 理 工学 院 的 一 


个 分 子 生 物化 学 课程 网 站 ,有 关 糖 原 代 谢 的 内 容 ) 
. http://web.virginia.edu/Heidi/chapter23/chp23.htm (美国 弗 吉 利 亚 大 学 生物 化 学 网 络 课程 ,有 关 糖 原 代 
谢 的 内 容 ) 
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4. http :Wecmgm.stanford.edu/biochem200/glycogen/( 美 国 斯 坦 福 大 学 医学 院 提供 的 有 关 糖 原 代 谢 的 内 容 ) 
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例 
名 第 二 十 八 章 脂肪 .磷脂 和 糖 脂 的 代谢 


脂肪 、 磷 脂 和 糖 脂 这 三 种 脂 质 的 主要 功能 分 别 是 充当 能 量 贮存 者 、 细 胞 膜 的 组 分 和 细胞 表面 的 
信号 分 子 , 它 们 在 机 体内 的 代谢 转变 也 一 直 受 到 人 们 的 关注 ,例如 ,脂肪 代谢 与 肥胖 的 形成 有 直接 的 
关联 ,对 它 的 研究 将 为 人 类 深入 了 解 肥胖 的 机 理 , 开 发 有 效 的 减肥 药物 ,并 最 终 彻底 战胜 肥胖 提供 理 
论 指导 。 

本 章 将 主要 讨论 脂肪 和 磷脂 的 代谢 ,而 有 关 糖 脂 代谢 的 内 容 仅 做 简单 介绍 。 


第 一 六 ”脂肪 代谢 


一 、 脂 肪 的 水 解 
脂肪 的 水 解 是 在 脂肪 酶 催化 下 完成 的 ,这 里 以 高 等 动物 脂肪 组 织 中 的 脂肪 为 例 , 简 要 说 明 该 组 织 
中 的 脂肪 是 如 何 被 水 解 的 。 
高 等 动物 的 脂肪 主要 以 脂 滴 的 形式 贮存 在 脂肪 细胞 ( 见 第 十 六 章 “ 脂 质 与 生物 膜 ” ), 其 动员 是 一 
种 受 激素 控制 的 过 程 。 胰 高 血糖 素 和 肾上腺 素 促进 脂肪 的 水 解 ,而 胰岛 素 则 抑制 脂肪 的 水 解 ,同时 促 
进 脂肪 的 合成 。 如 图 28-1 所 示 ,在 饥 煞 或 禁 食 的 情况 下 ,体内 的 胰 高 血糖 素 和 肾上腺 素 开始 分 沁 , 随 
oaaaxouiaaMR5pauREicunauoolii 二 OSIERED IE 
于 脂肪 细胞 膜 上 的 G 蛋白 偶 联 
受 体 结合 ,依次 通过 Gs 蛋白 、 
腺 苷 酸 环 化 酶 和 PKA( 参 看 第 
十 七 章 “激素 及 其 受 体 介 导 的 
信号 转 导 ”), 最 终 导致 胞 内 的 脂 
外 被 蛋白 和 激素 敏感 性 脂肪 酶 
一 酰 甘油 (hormone-sensitive lipase,HSL) 
发 生 磷酸 化 修饰 , 脂 外 被 蛋白 因 
发 生 磷 酸化 而 形 失 活性 ,HSL 则 
由 于 磷酸 化 被 激活 。 脂 外 被 蛋 
白 的 失 活 导 致 脂 滴 表 面 的 保护 村 
性 屏障 开放 ,多 许 HSL 接触 并 分 。 《GE 经 党 饮用 健美 和 中 
解 脂 滴 内 储存 的 脂肪 分 子 , 使 其 水 解 成 二 酰 甘 油 和 FTA ,而 二 酰 甘油 的 进一步 水 解 是 由 另 一 类 不 受 激 ”于 减肥 ,为 什么 ? 
素 控制 即 对 激素 不 敏感 的 脂肪 酶 催化 的 。 
经 水 解释 放出 来 的 FFA 通过 自由 扩散 进入 血 流 ,并 与 血浆 中 的 白 蛋 白 结 合 。 白 蛋白 的 作用 是 帮助 
溶解 性 不 高 的 中 .长 链 脂肪 酸 在 血液 中 的 运输 。 一 分 子 白 蛋 白 可 结合 多 个 FFA。 在 白 蛋白 的 帮助 下 ， 
FFA 被 转移 到 骨骼 肌 ` 心 肌 和 肝 等 组 织 细胞 内 进一步 氧化 分 解 (参看 第 二 十 九 章 “脂肪 酸 代 谢 ”)。 在 进 
入 细胞 以 后 ,长 链 的 FFA 与 胞 内 特定 的 结合 蛋白 结合 ,因此 细胞 内 真正 游离 的 长 链 FFA 很 少 。 
甘油 则 可 以 直接 溶解 在 水 相 中 ,通过 循环 系统 进入 肝 或 其 他 细胞 被 利用 (参看 第 二 十 二 章 “ 糖 酵 
解 ”和 第 二 十 五 章 “ 糖 异 生 ”)。 


胰 高 血糖 素 /肾上腺 素 杰 放 到 循环 系统 








28-1 ， 受 激素 控制 的 内 源 性 脂肪 动员 (Berg 等 ,2006) 
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二 、 脂 肪 的 合成 


提 肪 的 合成 实际 上 就 是 甘油 的 3 个 羟基 被 脂 酰 化 的 过 程 , 然 而 在 细胞 内 ,游离 的 甘油 和 脂肪 酸 是 
难以 缩合 成 酯 的 ,在 缩合 之 前 两 者 各 自 都 需要 活化 ,其 中 甘油 被 活化 成 3- 磷酸 甘油 ,脂肪酸 被 活化 成 


晶 酰 -CoA (图 28-2)。 





CH2OH 
有 O 
| 
5 一 各 一 P 一 O 
磷酸 甘油 Or 
7 
AS 
S--COoA 
转 栈 酶 脂 酰 -CoA 
CoA-SH 
O 
R2: 一 C 
S-CoA 
转 酰 酶 
CoA-SH 
O CH 一 0 一 C 一 Ri 
| 
2 一 C 一 Sm ?9 
磷脂 酸 。 0- 
磷脂 酸 
磷酸 酶 
Pi 
1 
9 CH 一 DO 一 C 一 Ri 
| 
R2 一 心 “一 球 
二 酰 甘油 
S-CoA 


转 酰 酶 | 《” 脂 酰 -CoA 


CoA-SH 
f CBEO-C 一 R， 
5 O 
CH 一 0 一 C 一 R3 
三 酰 甘油 
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人 CC zy foo 3 mo， rr 


AMP+PPi 侈 CoA-SH 
Ri 一 COO- 


AMP+PPIi CoA-SH 
人 RE 一 COe0r- 
脂 酰 -CoA FEFA 
合成 酶 


AMP+PPi 各 CoA-SH 
Ra5 一 COO- 


人生 FFA 


Uprmae aeme wwcroA pc oo ee ce， 


(1) 甘油 的 活化 ”活化 甘油 既 可 以 由 甘油 直接 激活 而 来 ,又 可 以 由 糖 酵 解 的 中 间 产 物 磅 酸 二 羟 丙 
酮 还 原 而 来 ,相关 的 反应 参看 第 二 十 二 章 “ 糖 酵 解 "。 

(2) 脂肪 酸 的 活化 (参看 第 二 十 九 章 “脂肪 酸 代谢 ”)。 

(3) 磷脂 酸 的 形成 ”在 转 酰 酶 (transacylase) 催化 下 ,甘油 磷酸 上 两 个 游离 的 羟基 和 两 个 脂 酰 -CoA 
先后 缩合 形成 磷脂 酸 (phosphatidic acid)。 

(4) 二 酰 甘 油 的 形成 ”在 磷脂 酸 磷酸 酶 的 催化 下 ,磷脂 酸 被 水 解 为 二 酰 甘 油 , 从 而 暴露 出 第 三 个 
自由 羟基 。 

(5) 脂肪 的 形成 ”在 转 酰 酶 的 催化 下 ,二 酰 甘油 上 的 游离 羟基 被 脂 酰 化 成 脂肪 即 三 酰 甘 油 。 


框 28-1 生化 与 健康 一 TZD 治疗 开 型 糖尿 病 的 机 理 

型 糖尿 病 也 称 成 人 发 病 型 糖尿 病 , 多 在 35 岁 之 后 发 病 , 占 糖 尿 病 患 者 90% 以 上 。 开 型 糖尿 病 患 者 
体内 产生 胰岛 素 的 能 力 并 非 完全 丧失 ,有 的 患者 体内 胰岛 素 甚 至 产生 过 多 ,但 患者 对 胰岛 素 的 作用 有 
抗 性 。 

肥胖 被 认为 是 诱发 式 型 糖尿 病 的 主要 原因 ,而 有 关 工 型 糖尿 病 患者 体 细胞 对 了 胰岛素 的 作用 不 敏感 原 
因 还 不 十 分 清楚 。 但 目前 市 场 上 治疗 世 型 糖尿 病 的 少数 儿 种 药物 一 唆 唑 烷 二 酮 类 (thiazolidinedione， 
TIZD), 不 仅 能 让 病人 体内 胰岛 素 发 挥 作 用 ,还 能 增加 体重 。 这 是 为 什么 呢 ? 

原来 ,TZD 能 够 激活 脂肪 细胞 产生 甘 宙 激酶 ,这 种 酶 在 脂肪 细胞 内 一 般 不 表达 , 它 催 化 甘 竹 变 成 
甘油 磷酸 ,这 是 脂肪 合成 中 的 一 步 反 应 。TZD 的 作用 等 于 是 在 脂肪 细胞 内 引入 一 种 “无 效 " 循环 :一 
方面 ,脂肪 细胞 分 解 脂 肪 ,释放 出 游离 的 脂肪 酸 和 甘 宙 , 另 一 方面 ,在 脂肪 细胞 中 ,由 TZD 诱导 产生 
的 甘油 激酶 又 将 脂肪 酸 和 甘 宙 转变 成 脂肪 贮存 起 来 。 由 于 甘 袖 激酶 催化 脂肪 合成 的 速率 更 快 , 因 此 ， 
最 终 导 致 流 入 脂肪 组 织 的 脂肪 酸 更 多 ,从 而 减少 了 循环 系统 中 游离 脂肪 酸 的 含量 ,使 病人 对 胰岛 素 的 
敏感 性 增强 。 

当 机 体 需要 燃料 的 时 候 , 比 如 糖尿 病 患者 的 细胞 不 能 吸收 血糖 时 ,脂肪 细胞 开始 分 解 脂肪 ,产生 甘 
油 和 FEA。 甘 油 可 随 循 环 进入 肝 细 胞 ,在 肝 细 胞 内 经 糖 异 生变 成 葡萄 糖 ,而 脂肪 酸 可 进入 肌肉 细胞 氧化 
分 解 。TZD 的 作用 是 逆转 上 述 过 程 , 它 能 与 脂肪 细胞 膜 上 的 PPAR-Y 受 体 结 合 , 诱 导 脂 肪 细胞 产生 
甘油 激酶 ,促进 脂肪 的 重合 成 。 这 也 让 脂肪 细胞 能 够 “捕获 ”路 过 的 脂肪 酸 ,于 是 使 血 流 中 的 FFA 水 
平 下 降 。 


第 二 节 磷脂 代谢 


一 、 磷 脂 的 分 解 

(一 ) 甘油 磷脂 的 分 解 

水 解 甘 油 磷 脂 的 酶 统称 为 磷脂 酶 (phospholipase), 它 们 存在 于 各 种 组 织 (与 膜 结合 或 以 游离 的 形 
式 存在 ) 胰 液 和 毒液 (如 蛇毒 和 蜂 毒 等 ) 之 中 。 不 同 的 磷脂 酶 对 于 甘油 磷脂 上 酯 键 的 特异 性 不 同 , 图 
28-3 显示 了 4 类 主要 的 磷脂 酶 对 酯 键 作 用 的 特异 性 和 分 布 上 的 差别 。 

(二 ) 鞘 磷脂 的 分 解 

东 磷 脂 的 水 解 是 在 溶 酶 体内 进行 的 ,参与 水 解 的 酶 有 蒜 脂 酶 (sphingomyelinase) 和 神经 酰胺 酶 
(ceramidase) (图 28-4), 其 中 鞘 脂 酶 将 盖 磷 脂 水 解 成 神经 酰胺 和 磷酸 胆 碱 ,神经 酰胺 酶 则 将 神经 酰胺 进 
一 步 水 解 成 神经 鞘 氨 醇 和 TFA。 
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哪些 物质 的 合成 以 
磷脂 酸 为 前 体 ? 


预测 : 磷脂 酰 丝 氨 
酸 被 磷脂 酶 Ai\Az.C 和 D 水 
解 后 的 产物 分 别 是 什么 。 
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两 条 合成 途径 的 能 


耗 是 否 相同 ? 


将 2 分 子 FFA、1 分 
子 甘油 、1 分 子 丝氨酸 通过 第 
二 条 合成 途径 转变 成 1 分 子 
磷脂 酰 甘 油 , 需 要 消耗 多 少 分 
子 的 ATP? 
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许多 哺乳 动物 组 织 和 胰 液 
之 中 ,也 存在 于 蛇毒 和 蜂 毒 之 中 


。 作 用 于 磷脂 酰 肌 醇 , 可 释放 出 花生 
四 烦 酸 (前 列 腺 素 的 前 体 ) 
。 胰 液 之 中 语 含 磷脂 酶 A: 的 酶 原 , 在 


这 化 这 全 六 若 昌 放 求 机 灌 攻 ， 其 
活性 还 需要 


0 
。 受到 精 皮 质 激素 的 抑制 和 皮质 二 CHo-CH 


[| 9 |，  [ 悦 卫 本 
CH -otP- ojx ,车 要 在 帮 于 情 脂 胃 栅 之 中 
0- 上 


C D 


磷脂 酶 A 
* 襄 在 于 许多 哺乳 动物 组 织 








磷脂 酶 C 
。 存 在 于 肝 细 胞 溶 酶 体 和 某 些 杆菌 

分 泌 的 cc- 毒素 之 中 
。 膜 结合 的 磷脂 酶 C 参与 信号 转 导 





28-3 不同 磷 脂 酶 的 性 质 比 较 


尼 曼 - 皮 克 病 (Niemann-Pick 








ee disease) 是 由 畏 脂 酶 缺陷 造成 的 ,这 种 
- 病 的 主要 症状 为 肝 大 、 脾 大 和 严重 弱 
【了 4 了 智 。 病 人 一 般 在 幼儿 早期 就 死亡 。 
CHi(CH))， RE 一 OCH;CHN(CH); 
OH NH 1 O 磷脂 的 合成 
磷酸 胆 碱 人 
人 加 磷脂 有 甘油 磷脂 和 畏 磷 脂 之 
CHa(CH2)， 一 C 人 人 2 辣 
| 轴 脂 酰 基 分 ,它们 在 合成 机 制 上 不 完全 相同 ， 
O 
都 包括 4 个 阶段 的 
图 28-4 东 确 脂 的 水 解 应 :@ 骨 架 分 子 即 甘油 或 神经 靖 


氨 醉 的 合成 ; ,四 酸 水 尾巴 脂 栈 基 从 脂 栈 - -CoA A 转移 到 骨 扣 分 子 上 ， 以 酯 键 或 酰胺 键 相 连 ;@ 亲 水 性 
头 部 基 团 的 加 入 ,以 磷酸 酯 键 相连 ;四 在 某 些 情 况 下 , 头 部 基 团 发 生 修饰 反应 或 者 进行 基 团 交换 ， 
以 形成 最 后 的 磷脂 分 子 。 有 时 将 这 个 阶段 的 反应 称 为 磷脂 合成 的 补救 途径 。 

(一 ) 甘油 磷脂 的 合成 

甘油 磷脂 的 合成 是 在 光 面 内 质 网 面向 细胞 质 基 质 一 侧 的 膜 上 进行 的 ,其 中 第 一 阶段 和 第 二 阶段 
的 反应 与 脂肪 的 合成 完全 一 样 (参看 脂肪 的 合成 ), 而 第 三 阶段 的 反应 有 两 种 方式 。 第 一 种 方式 :首先 
是 磷脂 酸 被 激活 成 CDP- 二 酰 甘 油 (CDP-DG), 然 后 在 相应 的 合 酶 催化 下 ,与 非 活化 的 头 部 X 基 团 起 

反应 ,生成 各 种 甘油 磷脂 ,同时 释放 出 CMP (图 28-5); 第 二 种 方式 :首先 是 磷脂 酸 被 水 解 成 1,2- 二 酰 
甘油 ,X 基 团 被 活化 成 CDP-X, 然 后 在 相应 的 合 酶 催化 下 ,两 者 反应 产生 甘油 磷脂 ,同时 释放 出 CMP( 图 
28-5)。 一 般 细 菌 使 用 第 一 种 方式 , 真 核 细 胞 中 两 种 方式 都 存在 ,其 中 磷脂 酰 肌 醇 (PD (图 28-6) 和 心 
磷脂 的 合成 使 用 第 一 种 方式 ,而 磷脂 酰 胆 碱 (PC)、 磷 脂 酰 乙醇 胺 (PE) 和 磷脂 酰 丝氨酸 (PS) 使 用 第 二 
种 方式 。 

头 部 基 团 的 活化 反应 类 似 于 糖 原 合成 中 葡萄 糖 单位 的 活化 (参看 第 二 十 七 章 “ 糖 原 代 谢 ”), 第 一 
步 也 是 由 激酶 催化 的 消耗 ATP 的 反应 。 但 它 与 葡萄 糖 的 活化 有 两 点 不 同 : 一 是 后 面 并 无 变 位 酶 催化 
的 反应 ,二 是 由 CTP 而 不 是 UTP 参与 最 后 一 步 反 应 

多 相让 拓 央 法 的 区 半 名 居所 反 妈 届 . 瑟 对 和 有 村 ,世人 科 量 全 让 天 应 PS、PE 和 PC 中 的 X 
基 团 。 
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O 
CTP: 磷 脂 酸 X | 
HzC 一 0 一 C 一 Ri 胞 苷 酸 转移 酶 H2C 一 0 一 C 一 R， 从 HC 一 0 一 C 一 Ri 
R, 一 C 一 0 一 C 一 H 0 R, 一 C 一 0 一 C 一 开 R, 一 C 一 0 一 C 一 H_ 0 
| | ee CTP PPi | 人 | | 
二 0  HC 一 0 一 CDP Ai 
磅 脂 酸 09 CDP- 二 酰 甘油 甘油 磷脂 “09 
侠 28-5 甘油 磷脂 合成 途径 | 
CTP: 磷 酸 X 
HO--X 站 oa 一 0O-X 吃 站 开车 入 订 CDP-X 
ATP ADP CTP PPi 
站 
| HC 一 0 一 C 一 R， 
HC 一 0 一 C 一 Ri CDP-X:DG 
磋 酸 X 转 移 酶 R, 一 C 一 0 一 C 一 昌 
R, 一 C 一 0 一 C 一 瑟 | 
| / \ 0 HiC 一 0 一 P 一 0 一 X 
9 了 H2C 一 OH CDP-X CMP 甘油 磷脂 。 09 
1,2- 二 酰 甘 油 
(DG) 
四 28- 6 甘油 确 脂 合成 途径 1 
碍 腊 在 光 面 内 质 网 肛 上 合成 的 时 候 ， 会 受到 构 脂 肥 行 酶 (lipid s scramblase) 的 催化 ， 不 断 从 膜 的 外 
层 转 移 到 内 层 , 以 维持 两 层 的 对 称 性 生长 。 此 外 ,内 质 网 膜 上 的 磷脂 还 可 以 通过 小 泡 运输 转移 到 其 他 
PE 和 PC 除了 可 以 通过 上 述 方式 由 相应 的 X 基 团 从 头 合成 以 外 ,还 可 以 通过 补救 途径 由 PS 衍生 
而 来 。 例 如 ,PS 经 脱羧 反应 可 转变 为 PE, 而 PE 从 S- 腺 苷 甲 硫 氮 酸 (SAM) 接受 甲 基 可 转变 为 PC。 反 
过 来 ,PS 可 以 通过 Ser 与 PE 上 的 乙醇 胺 通过 基 团 交换 的 方式 形成 。 
缩 醛 磷脂 可 视 为 一 类 特殊 的 甘油 磷脂 ,与 一 般 甘 油 磷 脂 的 不 同 之 处 在 于 ,与 其 甘油 1 号 位 羟基 相 
连 的 基 团 并 非 脂 酰基 ,而 是 通过 醚 键 相 连 的 在 1 号 位 含有 双 键 的 烷 基 。 由 于 含有 特殊 的 醚 键 ,因此 
它 的 合成 与 普通 的 甘油 磷脂 有 所 差别 。 
(二 ) 鞘 磷脂 的 合成 
机 体内 的 组 织 均 可 合成 鞘 磷脂 ,但 以 脑 组 织 最 为 活 牙 ,因为 它 是 构成 神经 组 织 膜 ( 特 别 是 髓 鞘 ) 的 缩 醛 磷脂 的 合成 


主要 成 分 ,同样 在 光 面 内 质 网 上 合成 。 

反应 历程 参看 图 28-7,4 个 阶段 的 反应 是 :四 骨架 分 子 二 氢 畏 氨 醇 (sphinganine) 的 合成 ,反应 
的 原料 是 软 脂 酰 -CoA 和 Ser, 还 需要 NADPH; @) 下 水 尾巴 脂 酰 基 的 加 入 ,形成 V- 脂 酰基 二 氢 东 氮 
醇 (V-acylsphinganine);CD)V- 脂 酰基 二 氢 鞘 氨 醇 经 脱 氢 转变 为 N- 脂 酰 基 靖 氮 醇 (VN-acylsphingosine); 
仅 亲 水 头 部 基 团 的 附着 。 

(三 ) 古 菌 磷脂 的 合成 

构成 古 菌 的 磷脂 具有 3 个 不 同 于 细菌 和 真 核 生 物 的 性 质 (参看 第 十 六 章 “ 脂 质 与 生物 膜 ”):GD 政 
水 的 尾巴 通过 醚 键 而 不 是 酯 键 与 甘油 骨架 相连 ;@) 玻 水 尾巴 衍生 于 异 成 二 烯 单位 而 不 是 脂肪 酸 的 碳 
氢 链 ,因此 具有 分 支 ;@) 甘 油 磷 酸 骨 架 的 手 性 为 S 型 ,不 同 于 细菌 和 真 核 生物 的 R 型 。 有 关 古 菌 磷脂 
合成 的 具体 步骤 至 今 仍然 不 明 。 


为 什么 膜 脂 的 合成 
需要 在 膜 上 (主要 是 光 面 内 质 
网 ) 进行 ? 
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是 
CHi(CH) 一 C 一 CoA + HIN 一 C 一 了 


CH2OH 
软 脂 酰 -CoA 丝氨酸 
3- 醋 东 氨 醇 疏 、 co， 
合 酶 
(磷酸 吡 哆 醛 ) 
COoA 
O 理 H H 
上 | 3- 酮 精 氨 醇 还 原 酶 | 
CH3(CH2)14 一 人 一 CH2OH 0 SECEB5 一 | 一 CH2OH 
NHa _ OHNH3 
NADPH+H NADP 
3- 酮 东 氨 醇 二 氮 鞘 氨 醇 前 
| 
CH3(CH2a)， 一 C 一 CoA 
转 栈 酶 脂 酰 -CoA 
CoA 
1 
CH3i(CH) 一 下 
H 节 
FADH2 FAD 
CH(CH)) ,一 CH 一 CH 一 人 一 CHOH 本 
要 LA | 
人 (CH)， 
C= | 
CH 
人 N 脂 酰基 二 氧 东 氨 醇 
CHis 胞 苷 
6 有 碱 
| || 十 
ua 证 二 全 OCH;CHN(CH3)， 
0- 0- 
CDP- 胆 碱 
CMP 
H 也 


O 
| | | 十 
CH(CH) 一 SEN 
OH 滞 
C 一 O 
| 
年 汪 
CH 


畏 磷 脂 
28-7” 鞘 磷脂 的 合成 


第 三 节 ” 糖 脂 代 谢 


一 、 糖 脂 的 分 解 

鞘 糖 脂 的 水 解 发 生 在 溶 酶 体 , 有 一 系列 的 酸性 水 解 酶 参与 此 过 程 。 如 图 28-8 所 示 ,整个 水 解 反应 
是 高 度 有 序 的 , 当 最 后 一 步 水 解 反应 开始 的 时 候 , 第 一 步 反 应 即 被 关闭 。 如 果 有 哪 一 种 水 解 酶 有 缺陷 ， 
就 会 导致 相应 的 遗传 性 疾病 。 例 如 , 戈 谢 病 (Gaucher disease) 又 称 葡 糖 脑 昔 脂 沉 积 病 (glucocerbroside 
lipidesis), 是 因 B- 葡 糖 脑 昔 脂 酶 (8-glucocerehrosidase) 减少 或 缺失 ,使 葡 糖 脑 苷 脂 (glucocerbroside) 不 能 
分 解 成 葡萄 糖 和 NV- 酰基 东 氨 醇 ,因而 葡 糖 脑 昔 脂 在 各 器 官 中 大 量 沉积 ,引起 组 织 细胞 大 量 增殖 。 
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NANA GMi( 霍 乱 毒素 受 体 ) 





-Glc-Gal-GalNAc-Gal 
NANA Go2 
-Glc-Gal_GalNAc 和 
三 糖 酰胺 酶 A 
Ce 村 全 | -基因 使 陷 wTay-Sachs 病 
NANA 。 Gwi 
红细胞 糖 背 脂 
-Glc-Gal 
ee 起 
C 半 弛 精 厚 酶 人 
0 一 一 一 一 一 一 一 一 ~-Glc-Gal-Gal | 
二 本 和 天 和 上 | 
下 6- 已 精 酰 腕 | 
| Sanidhoff' | 
-Glc 葡 精 脑 音 脂 人 日 / | 
葡 精 脑 背 脂 酶 | 缺陷 *Cauchers 病 | -Gle-Gal-Gal-GalNAc | 
神经 酰胺 p- 半 乳糖 背 酶 “一 
Eee 缺陷 区 
nan | 了 aa 毓 陷 攻 -Gal 半 乳 糖 脑 苷 脂 
Krabbes 病 
鞘 磷脂 
余 28-8 糖 脂 的 分 解 
、 糖 脂 的 合成 


糖 脂 也 分 为 甘油 糖 脂 和 鞘 糖 脂 , 现 分 别 介绍 它们 的 合成 。 

(一 ) 鞘 糖 脂 的 合成 

畏 糖 脂 合成 的 多 数 反应 与 畏 磷 脂 的 合成 一 样 , 只 是 在 神经 酰胺 形成 以 后 ,就 发 生 一 系列 的 糖 基 转 
移 反应 ,催化 转移 反应 的 酶 通称 为 糖 基 转 移 酶 。 当 神经 酰胺 1 号 位 的 羟基 接受 一 个 葡 糖 残 基 以 后 ,就 
形成 最 简单 的 畏 糖 脂 一 葡 糖 脑 昔 脂 。 其 他 较为 复杂 的 鞘 糖 脂 ( 如 各 种 神经 节 苷 脂 ) 是 在 此 基础 上 由 糖 
链 进一步 延伸 而 成 的 。 

在 糖 基 转 移 反 应 中 , 糖 基 供 体 为 活化 的 单 糖 单位 ， 人 UDP- 单 糖 。 例 如 UDP-Gle、UDP-Gal 


CH 一 CH 一 (CH)i2CH 
CH 一 CH 一 (CH)oCHs (CH2)i2CHs3 


| HO 一 C 一 世 
Ho 一 C 一 H 0 9 


| 
| | 尔 一 人 一 人 
H_C_NH_C_R (高 尔 基 体 ) 了 一 C 一 NH 一 C 一 了 R 


UDP-Glec UDP CH2O 一 Glc 
神经 酰胺 
葡 糖 苷 神经 酰胺 
( 脑 苷 脂 中 的 一 种 ) 
UDPGIlc UDPGal CMP-NeuAc AMP 
神经 酰胺 0 澳 和 人 CS AR 
(Cer-Glc) (Ga) 
UDP-GalNAc 
UDP 
UDP UDPGal 
Cer-Glc-Gal-GalNAc-Gal 、 1 Cer-Glc-Gal-GalNAc 
高 级 神经 节 音 脂 一 一 | | 
NeuAc NeuAc 
(Gwl) (Gwo2) 


28-9 ” 闽 糖 脂 的 合成 
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(二 ) 甘油 糖 脂 的 合成 
甘油 糖 脂 的 合成 与 甘油 磷脂 合成 的 多 数 反应 一 样 ,只 是 在 1,2- 二 酰 甘油 形成 以 后 ,需要 在 特定 
的 糖 基 转移 酶 催化 下 ,甘油 3 号 位 的 羟基 从 活化 的 单 糖 单位 接受 单 糖 基 。 


科学 故事 一 一 脂 阁 素 及 其 受 体 的 发 现 

肥胖 是 许多 慢性 病 酝 酿 的 温床 ,也 是 众多 爱 美 之 士 的 头号 宿敌 。20 世纪 90 年 代 中 期 ,科学 家 找到 了 

两 个 与 肥胖 有 关 的 基因 ,并 证 实 它 们 具有 减轻 体重 的 功能 。 这 个 发 现 不 仅 是 基础 医学 研究 上 一 项 重大 突 
破 ,也 可 能 在 此 基础 上 发 展 出 一 种 彻底 减肥 的 方法 。 
早 在 20 世纪 70 年 代 , 科 学 家 就 筛选 出 几 株 单 基因 突变 造成 的 肥胖 鼠 , 其 中 两 株 命名 为 op (肥胖 型 ， 
obese) 及 田 ( 糖 尿 病 型 , diabetes) 的 肥胖 鼠 在 所 有 肥胖 特征 上 几乎 完全 一 样 ,只 有 当 与 正常 鼠 “ 联 体 共生 ” 
(parabiosis) 时 , 才 会 呈现 不 同 的 反应 。 所 谓 “ 联 体 共 生 ” 技术 是 利用 手术 将 两 上 只 老鼠 的 循环 系统 结合 在 一 
起 ,使 血液 中 的 可 这 性 蛋白 质 因子 相互 流通 。 与 正常 鼠 联 体 以 后 ,oob (表示 两 套 染 色 体 上 的 唉 基因 都 
突变 ) 鼠 的 体重 恢复 正常 ,而 尼 /a2 鼠 却 不 会 减轻 体重 。1973 年 ,从 事 这 项 研究 的 Coleman 猜 训 ,ob/ob 鼠 
由 于 基因 突变 ,其 血液 中 缺乏 一 种 可 调节 体重 的 循环 因子 ,而 尼 / 尼 鼠 所 突变 的 基因 则 可 能 负责 接受 该 信 
号 因子 。 这 项 假设 在 20 年 之 后 被 证 实 。 

1994 年 底 , 美国 洛克 非 勒 大 学 的 Freidman 领导 的 研究 小 组 , 花 了 近 8 年 的 时 间 , 利用 定向 克隆 技术 
(Positional cloning), 逐步 寻找 老鼠 第 六 号 染色 体 上 的 基因 ,终于 找到 了 肥胖 基因 (ob)。 该 基因 可 翻译 出 
长 167 个 氨基 酸 ` 大 小 约 1.6x10 的 蛋白 质 OB (后 被 命名 为 脂 瘦 素 )。 从 结构 上 来 看 , 它 的 端 具 有 一 段 
典型 的 信号 序列 ,表明 脂 瘦 素 是 分 记 蛋 白 。 而 在 中 肥胖 鼠 体 内 的 o 基因 上 ,发现 一 个 C 一 工 的 突变 ， 
使 得 第 105 个 氨基 酸 Arg 变 成 终止 氨基 酸 ,而 使 肽 链 缩短 无 法 表达 出 具有 功能 的 产物 。 此 外 ,o 基因 的 
mRNA 只 有 在 脂肪 组 织 中 表达 。 从 这 些 特征 推测 , 脂 瘦 素 是 由 脂肪 细胞 合成 后 进入 循环 系统 ,属于 一 种 
激素 。 它 的 功能 可 能 是 用 来 维持 体内 脂肪 含量 的 恒定 。 也 就 是 说 , 当 体内 脂肪 贮 量 过 高 时 ,脂肪 细胞 便 分 
泌 脂 瘦 素 进入 血液 ,通报 身体 的 “摄食 控制 中 枢 ”( 已 有 证 据 表明 是 位 于 下 丘脑 ), 该 中 心 便 下 达 减 少 摄食 
及 增加 运动 的 指令 ,以 消耗 多 余 的 脂肪 。 

1995 年 7 月 ,Ereidman、Amgen 公司 及 及 oche 药 厂 三 个 不 同 的 研究 小 组 ,在 同一 期 Science 上 证 实 脂 
瘦 素 在 老鼠 体内 县 有 调节 体重 的 功能 。 不 出 所 料 , 在 正常 老鼠 血清 中 含有 脂 瘦 素 , 但 在 ob/ob 鼠 血 清 中 
检测 不 到 。 将 大 肠 杆 菌 表达 出 来 的 脂 瘦 素 每 天 持续 地 注射 到 ov/ob 鼠 体内 ,二 周 后 可 使 老鼠 体重 减轻 约 
30% , 若 持续 一 个 月 可 减轻 达 40% ;同样 的 处 理 也 可 使 正常 鼠 减 重 约 12%。 

进一步 的 研究 还 发 现 ,老鼠 体重 减轻 的 质量 相当 于 脂肪 组 织 所 减少 的 质量 ,表示 减 去 的 部 分 大 都 是 
老鼠 体内 的 脂肪 。 这 些 经 注射 脂 瘦 素 的 老鼠 相 较 于 未 注射 的 对 照 组 ,明显 地 摄食 量 减 少 ,同时 也 更 加 活泼 
好 动 ,显示 出 脂 瘦 素 至 少 通过 降低 食欲 及 消耗 能 量 两 种 方式 , 以 达到 减肥 的 目的 。 令 人 兴奋 的 是 ,将 脂 瘦 
素 注射 到 一 种 摄取 高 脂肪 食物 诱导 产生 的 肥胖 鼠 体 内 ,居然 也 有 减 重 的 效果 ,这 为 开发 脂 瘦 素 成 为 减肥 
药 ,商定 了 一 个 良好 的 基础 。 

然而 , 当 Freidman 的 研究 小 组 将 脂 瘦 素 打 人 尼 / 尼 鼠 体 内 以 后 ,发 现 并 没有 减 重 的 效果 ,同时 他 们 还 
发 现 尼 / 四 鼠 血 清 中 的 脂 瘦 素 含量 较 正 常 鼠 高 。 因 此 更 加 相信 双 基因 的 产物 , 可 能 就 是 脂 瘦 素 的 受 体 
(OB-receptor,OB-RJ)。 

与 此 同时 , 另 一 个 位 于 美国 马萨诸塞 州 的 Milennium 药 厂 研 究 小 组 也 在 如 火 如 茶 地 寻找 脂 站 素 受 体 
的 基因 。 因 为 有 报告 指出 大 多 数 肥胖 的 人 , 血 中 脂 瘦 素 的 含量 并 不 低 ,问题 似乎 出 在 它 的 受 体 基 因 上 ,或 
其 下 游 信 号 转 导 的 某 个 环节 。 在 1995 年 底 , 脂 瘦 素 的 受 体 被 找到 了 。 他 们 利用 放射 性 碘 标 记 的 脂 瘦 素 为 
探 针 ,在 各 种 细胞 株 与 组 织 切 片 中 寻找 可 与 之 结合 的 蛋白 质 。 结 果 发 现在 第 三 脑室 及 侧 脑 室 的 脉络 从 有 
明显 结合 点 (下 丘脑 也 有 , 较 不 明显 ), 并 从 该 组 织 成 功 地 筛选 出 脂 瘦 素 受 体 的 cDNA。 这 个 cDNA 所 翻译 
























































出 的 蛋白 质 含 有 893 个 氨基 酸 ,包括 816 个 氨基 酸 残 基 的 胞 外 结构 域 .23 个 氨基 酸 残 基 的 跨 膜 区 及 34 个 


氨基 酸 残 基 的 胞 内 结构 域 。 


从 脂 瘦 素 受 体 胞 外 结构 域 的 结构 上 分 析 , 可 将 其 归 为 第 一 类 细胞 因子 受 体 家 族 。 令 人 疑惑 的 是 ,与 其 


化 同 家 族 的 细胞 因子 受 体 相 比 , 脂 瘦 素 受 体 的 胞 内 结构 域 要 小 得 多 。 如 此 小 的 结构 域 能 正常 地 转 导 信号 
吗 ? 另外 ,虽然 脂 瘦 素 受 体 cDNA 被 定位 到 老鼠 第 4 号 染色 体 上 ,与 先前 推测 必 基 因 的 位 置 非常 靠近 ， 
但 从 几 / 夏 鼠 所 筛选 出 的 脂 站 素 cDNA 序列 与 正常 的 完全 一 样 , 并 没有 发 现任 何 形式 的 突变 ,难道 脂 瘦 素 
受 体 的 基因 并 不 是 尼 基 因 ? 


为 了 抢先 解 开 上 述 谜团 ,Millennium 药 厂 、EFreidman 和 美国 哥伦比亚 大 学 Rudolph L. Leibel 等 对 此 
展开 了 激烈 的 竞争 ,3 个 月 后 终于 真相 大 白 。 化 们 分 别 在 Ce&、Nature 和 Science 上 发 表 了 他 们 各 自 的 研究 


成 果 , 都 证 实 脂 瘦 素 受 体 的 基因 就 是 必 基 因 , 并 合理 解释 了 在 必 / 尼 鼠 内 脂 瘦 素 受 体 的 突变 机 制 。 原 来 
Milennium 药 三 所 找到 的 脂 瘦 素 受 体 的 EDNA, 只 不 过 是 同一 种 mRNA 前 体 的 6 种 不 同 可 变 剪 接 型 的 一 
种 (参看 第 四 十 三 章 “ 真 核 生物 的 基因 表达 调控 ” ) 即 OB-Ra。 男 一 种 剪接 类 型 存在 于 下 丘脑 ,是 已 在 人 
类 细胞 中 发 现 的 OB-Rb 型 ,其 翻译 产物 具有 302 个 氨基 酸 的 胞 内 结构 域 , 可 能 才 是 有 功能 的 脂 瘦 素 受 体 。 


从 驱 / 四 鼠 所 得 到 的 OB-Rb cDNA 多 出 了 一 段 106 nt 的 插 人 序列 ,这 段 序 列 中 含有 一 个 终止 密码 


子 , 人 迫使 翻译 提前 结束 ,只 能 表达 出 具有 较 短 胞 内 区 的 OB-R 蛋白 。 而 造成 106 nt 插 人 的 原因 是 染色 体 
DNA 上 一 个 G 一 工 的 点 突变 ,产生 一 个 剪接 供 体位 点 (参看 第 三 十 七 章 "转录 后 加 工 ”"), 使 得 位 于 突变 


点 前 的 序列 被 保留 到 OB-Rb 的 mRNA。 


推荐 网 址 : 


1 


. http:/themedicalbiochemistrypage.org/lipid-synthesis.html#phospholipids (完全 免费 的 医学 生物 化 学 课 


程 网 站 ,有 关 划 脂 代谢 的 内 容 ) 


2. http:/www.wormbook.org/chapters/www_obesity/obesity.html ( 书 虫 网 站 有 关 脂 代谢 与 肥胖 的 内 容 ) 
3. http:/Wwww.med.uiuc.edu/m1l/biochemistry/TA%20reviews/phospholipids.htm (美国 伊利 诺 伊 大 学 厄 本 


那 - 香槟 分 校 有 关 磷 脂 代谢 的 内 容 , 以 问答 的 形式 展开 ) 
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本 章 小 结 填 填 看 
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色 第 二 十 九 章 ” 脂 肪 酸 代 谢 


作为 多 种 脂 质 的 组 分 ,脂肪 酸 在 细胞 中 具有 多 项 功能 ,但 最 重要 的 功能 是 为 生物 膜 的 主要 成 分 磷 
旧 提 供 芒 水 尾巴 ,并且 作 为 储 能 物质 与 甘油 缩合 成 脂肪 ,贮存 在 脂肪 组 织 中 , 当 机 体 需要 的 时 候 进行 
氧化 分 解 , 为 机 体 供 能 。 机 体 在 饥饿 的 情况 下 ,脂肪 酸 氧化 分 解 加 速 ,分 解 产 生 的 乙酰 -CoA 还 可 以 在 
肝 细 胞 的 线粒体 中 ,转化 为 小 分 子 的 酮 体 ,而 为 脑 . 骨 骨 肌 和 心肌 提供 一 种 蔡 代 的 能 源 ;相反 ,机 体 在 
能 量 状态 较 高 的 时 候 ,脂肪 酸 合成 会 加 快 ,以 便 让 富余 的 能 量 能 及 时 得 到 储存 。 
本 章 将 主要 介绍 脂肪 酸 的 氧化 分 解 、 合 成 以 及 相关 的 调节 机 制 。 


第 一 他 脂肪 酸 的 分 解 


脂肪 酸 的 分 解 是 以 氧化 的 形式 进行 的 ,而 氧化 方式 又 分 为 w- 氧化 、.B- 氧化 和 w-=- 氧化 ,其 中 B- 
氧化 是 主要 的 方式 。 现 分 别 加 以 讨论 。 


一 、 脂 肪 酸 的 B- 氧化 

(一 ) 6- 氧化 的 发 现 

对 脂肪 酸 降解 的 研究 有 一 段 漫 长 而 有 趣 的 历史 , 早 在 20 世纪 初 ,德国 科学 家 Franz Knoop 开创 
性 地 使 用 难以 被 动物 代谢 的 葵 环 标记 脂肪 酸 ,并 将 标记 的 脂肪 酸 分 成 偶数 脂肪 酸 和 奇数 脂肪 酸 两 组 ， 
然后 分 别 喂养 狗 。 经 过 一 定时 间 以 后 ,从 狗 尿 中 分 析 脂 肪 酸 的 降解 产物 。 结 果 发 现 : 凡 是 偶数 脂肪 
酸 的 最 终 降 解 产 物 均 为 葵 乙 酸 (phenylacetate) 的 衍生 物 , 而 奇数 脂肪 酸 的 最 终 降 解 产物 都 是 苯 甲 酸 
(benzoate) 的 衍生 物 (图 29-1)。Knoop 由 此 得 出 ,脂肪酸 的 降解 是 分 步 进行 的 ,每 一 步 去 除 一 个 二 碳 单 
位 ,而 起 始 的 氧化 反应 发 生 在 B- 碳 原子 上 ,这 就 是 他 提出 的 脂肪 酸 B- 氧化 学 说 。 


葵 甲 酸 衍 生物 
奇数 脂肪 酸 B 碳 a 碳 
@ 且 一 CH 一 CH 一 CH 一 CH 一 CH 一 CO00 一 一 一 COO 


[ee 


_ 偶数 脂肪 酸 B 碳 w 碳 
一 G 卫 一 CH 一 CH 一 CH 一 CH 一 CH 一 CO0 一 一 一 CH 一 COO 


| 


29-1 Knoop 的 葵 环 标记 实验 


苯 乙 酸 衍生 物 


Knoop 的 实验 具有 特殊 的 意义 ,这 是 人 类 第 一 次 使 用 示 踪 的 方法 研究 物质 代谢 。 如 果 今 天 让 我 们 
重复 他 的 实验 ,肯定 会 首选 同位 素 去 标记 脂肪 酸 , 但 在 那个 年 代 同 位 素 还 没有 被 人 类 发 现 。 

后 来 ,Albert Lehninger 证 明了 B- 氧化 发 生 在 线粒体 基质 ,而 了 . Lynen 和 了 下. Reichart 则 进一步 确 
定 了 释放 出 来 的 “二 碳 单位 ”为 乙酰 -CoA ,而 不 是 游离 的 乙酸 。 

(二 ) 8B- 氧化 的 反应 历程 

1. 脂肪 酸 的 活化 

正如 葡萄 糖 在 氧化 之 前 需要 被 活化 成 6- 磷酸 葡 糖 一 样 , 脂 肪 酸 在 进行 B- 氧化 之 前 也 需要 被 活 
化 。 脂 肪 酸 的 活化 形式 为 脂 酰 -CoA ,催化 活化 反应 的 酶 是 脂 酰 -CoA 合成 酶 (acyl-CoA synthetase), 此 














酶 也 被 称 为 硫 激酶 (thiokinases)。 
O O O 
1 mi 脂 酰 -CoA 合成 酶 催化 的 
0 一 P 一 0 一 P 一 0 一 P 一 0 一 腺 苷 ATP 

外 中 信 反应 机 制 参 看 图 29-2: 首 先是 
脂肪 酸 与 ATP 形成 脂 酰 -AMP 
an 脂肪 酸 中 间 物 ,同时 释放 出 PPi。 随 
后 CoA 置换 出 AMP, 形 成 脂 

脂 酰 -CoA 
合成 | 酰 -CoA , 而 先前 释放 出 来 的 焦 
人 二 蓝 酸 被 焦 磷酸 酶 水 解 成 无 机 确 
oo c + 量 葡 结合 的 。 酸 ,使 得 总 反应 的 AGes' 为 一 个 
O- O- 多 大 的 负 值 ,脂肪 酸 的 活化 反应 也 

焦 磷酸 CoA-SH RE 

辐 本 人 、 因此 是 不 可 逆 的 。 在 这 一 步 反 

目 了 片 一 CoA 
焦 磷酸 酶 本 AMP 应 中 ,ATP 转变 成 AMP 和 PPi， 
Rs 地 师 GOA 而 PPi 又 迅速 被 焦 磷 酸 酶 水 

2Pi Ne 
| 解 ,因此 ,一 般 认为 每 活化 1 分 
AGe'=-19kJ/mol AGe'=-15 kJ/mol 子 游离 的 脂肪 酸 需要 消耗 2 分 
TiPs 


办 CON WE 有 了 几 类 不 同 的 脂 酰 -CoA 
合成 酶 ,它们 对 脂肪 酸 碳 链 的 长 度 具 有 不 同 的 要 求 。 其 中 有 一 类 位 于 线粒体 的 外 膜 ,专门 在 细胞 质 基 
质 激活 长 链 脂肪 酸 (12 碳 ~18 碳 ); 还 有 一 类 位 于 线粒体 内 膜 , 负 责 激活 直 接 从 细胞 质 进入 线粒体 基质 
的 中 ` 短 链 脂肪 酸 (2 碳 ~10 碳 )。 

2. 脂 酰 -CoA 的 转运 

由 于 长 链 的 脂 酰 -CoA 不 能 直接 透 过 线粒体 内 膜 , 因 此 需要 专门 的 转运 系统 将 其 转变 为 基质 内 的 
脂 酰 -CoA。 

构成 脂 酰 -CoA 跨 膜 转运 系统 的 组 分 包括 肉 碱 : 软 脂 酰 转移 酶 I (carnitine palmitoyltransferase 工 ， 
CPT- IJ)、 转 位 酶 (translocase) 和 肉 碱 : 软 脂 酰 转移 酶 开 CPT- 了 )。 

肉 碱 的 化 学 名 称 为 L-B- 羟基 -Y- 三 甲 贸 丁 酸 , 它 在 转运 系统 中 作为 脂 酰基 的 中 间 受 体 起 作用 。 

如 图 29-3 所 示 ,CPT- [位 于 线粒体 外 膜 , 当 细 胞 质 基质 的 脂 酰 -CoA 进入 膜 间隙 以 后 ,在 CPT- I 
的 催化 下 , 脂 酰基 被 转移 到 肉 碱 的 B- 羟基 上 ,形成 脂 酰 - 肉 碱 ,CoA 则 被 游离 出 来 并 返回 到 细胞 质 基 
质 。 随 后 , 脂 酰 - 肉 碱 在 线粒体 内 膜 特 定 的 转 位 酶 帮助 下 进入 基质 。 在 位 于 内 膜 基 质 一 侧 的 CPT- 
催化 下 , 脂 酰基 被 转移 到 基质 CoA 的 斑 基 上 重新 生成 脂 酰 -CoA , 而 肉 碱 又 经 转 位 酶 反 向 运输 出 基质 。 


脂 酰 -CoA 


脂肪 酸 


细胞 质 基 质 








线粒体 外 膜 


脂 酰 -CoA “” 肉 碱 CoA 脂 栈 - 肉 碱 








由 此 可 见 , 肉 碱 在 脂肪 酸 氧化 降解 
过 程 中 所 起 的 作用 是 不 可 低估 的 。 如 
果肉 碱 不 足 , 就 会 影响 到 细胞 内 脂肪 酸 
的 氧化 ,致使 骨 骼 肌 \ 心 肌 和 肝 这 些 需 
要 脂肪 酸 氧化 供 能 的 组 织 发 生病 变 。 


膜 间 阶 正常 的 人 一 般 很 少 缺乏 肉 碱 ,因为 一 方 
线粒体 内 膜 面 可 以 从 膳食 中 摄取 肉 碱 ,以 肉 类 和 
乳 制 品 最 丰富 , 另 一 方面 自己 也 可 以 合 





肉 碱 


| 
脂 栈 -CoA| 


CoA 


CPT: 肉 碱 : 软 脂 酰 转移 酶 
29-3， 脂 酰 -CoA 的 跨 线粒体 内 膜 的 转运 


成 。 合 成 部 位 主要 是 肝 细 胞 ,需要 维 生 
素 C、Bs 和 PP 以 及 铁 作为 辅助 因子 ,前 
体 包括 Lys 和 Met。 因 此 ,将 肉 碱 视 为 
减肥 药物 是 缺乏 科学 依据 的 。 
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试 设计 一 个 实验 ， 
证 明 脂 肪 酸 的 活化 是 两 步 
反应 。 


对 先天 缺乏 肉 碱 
的 人 ,你 对 他 们 摄 入 脂肪 酸 
的 种 类 有 何 好 的 建议 ? 
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脂肪 酸 B- 氧化 的 
前 三 步 反 应 与 TCA 循环 中 
的 哪 三 步 反 应 相似 ? 


降 糖 氨 酸 具有 降 
血糖 的 作用 ,因此 有 人 用 它 
来 治疗 糖尿 病 , 但 也 容易 引 
起 中 毒 , 可 导致 服用 它 的 人 
不 能 忍受 长 时 间 的 饥 俄 。 对 
此 你 如 何 解 释 ? 
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当 细 胞 质 基 质 中 的 脂 吕 


酰 -CoA 转化 为 线粒体 基质 的 Re 脂 酰 -~CoA 
脂 酰 -CoA 以 后 ,脂肪 酸 的 B- 7 
氧化 便 可 真正 地 开始 了 。 此 后 脂 栈 -coA 
将 循环 发 生 脱氧 ` 加 水 .再 脱 氢 FAD 
和 硫 解 (thiolysis) 反应 ,直到 脂 反 科 酰 -CoA 
酰 -CoA 的 碳 链 完全 氧化 裂解 成 和 WE 过 
乙酰 -CoA( 图 29-4)。 反 应 中 形 水 合 酶 
成 的 NADH 和 FADH: 进入 吓 吸 0 S 一 CoA 。L-p- 状 酰 -CoA 
链 ,而 乙酰 -CoA 进 入 TCA 循 环 1 机 
进一步 氧化 分 解 羟 酰 -CoA AD 
脱氧 酶 

3 脱氧 和 NADHI+ | 下 

这 是 一 步 由 脂 酰 -CQA 脱氧 RC 一 CH 一 C 一 S 一 CoA p- 酮 酰 -CoA 
酶 (acyl-CoA dehydrogenase) 众 化 硫 解 酶 CoAS 了 
的 氧化 还 原 反 应 ,FAD 为 电子 
受 体 。 从 一 种 叫 阿 开 木 (ackee) RC 一 SS 一 CoA 脂 酰 -CoA+ 乙 酰 -CoA ”CH3 一 C 一 S 一 CoA 
的 植物 中 提取 的 降 糖 氮 酸 
(bypoglyein) 在 体内 的 代谢 物 是 “” 侠 29-4 - 罗 B- 氧化 循环 的 m 沙 E 应 


该 酶 的 强 抑制 剂 。 脱 氧 反 应 是 高 度 立 体 专 一 性 的 ,产物 是 4 反 烯 酰 -CoA (itrans-4 一 enoyl-CoA) 和 
FADH。 需 要 特别 注意 的 是 ,脂肪 酸 B- 氧化 产生 的 FADH. 并 非 通过 复合 体 工 ,而 是 依次 通过 电子 传 
递 黄 素 蛋 白 (electron-transferring flavin,ETF)、 铁 硫 蛋白 和 CoQ 进入 呼吸 链 ( 图 29-5), 然 后 直通 复合 物 
焉 。 因 此 1 分 子 FADH, 产生 1.5 分 子 ATP。 





脂 酰 -CoA 


已 经 发 现 3 种 不 同类 型 的 脂 酰 -CoA 脱 氢 酶 ,它们 分 别 作用 于 长 链 脂 酰 -CoA (12 碳 ~18 碳 ) 中 链 
脂 酰 -CoA (8 碳 ~12 碳 ) 和 短 链 脂 酰 -CoA (4 碳 ~8 碳 )。 

4. 加 水 

这 是 一 步 由 烯 酰 -CoA 水 合 酶 (enoyl-CoA hydratase) 催化 的 反应 ,H20 作为 底 物 参加 反应 。 反 应 
也 是 高 度 立体 专 一 性 的 ,被 水 合 的 双 键 只 能 是 反 式 ,而 生成 的 产物 只 会 是 I- 凑 酰 -CoA(L-hydroxyacyl- 
coenzyme A), 并 且 羟 基 一 定 是 加 在 B- 碳 原子 上 。 


5. 再 脱氧 

这 又 是 一 步 氧化 还 原 反 应 ,由 凑 酰 -CoA 脱氧 酶 (hydroxyacyl-CoA dehydrogenase) 催化 ,被 氧化 的 
是 B- 碳 原 子 ,NAD* 为 电子 受 体 ,产物 为 B- 酮 酰 -CoA(B-ketoacyl-CoA) 和 NADH。 后 者 直接 从 复合 
体 工 进入 呼吸 链 ,1 对 电子 产生 2.5 分 子 ATP。 

6. 硫 解 

这 是 一 步 由 硫 解 酶 (thiolase) 催化 的 反应 ,反应 机 制 如 下 : 酶 活性 中 心 的 一 个 Cys 残 基 用 它 的 斑 基 
亲 核 进攻 B- 六 基 碳 , 释 放出 乙酰 -CoA ,同时 形成 少 了 2 个 碳 原子 的 脂 酰 - 酶 中 间 物 。 随 后 ,CoA 上 
的 芒 基 取代 酶 分 子 Cys 上 的 琉 基 ,产生 新 的 脂 酰 -CoA( 少 2 个 碳 )。 

(三 ) 6- 氧化 小 结 

以 工分 子 软 脂 酸 为 例 , 需 要 经 过 7 轮 B- 氧化 循环 ,共产 生 8 分 子 乙 酰 -CoA、7 分 子 FADH 和 
NADH, 总 反应 式 为 : 

软 脂 酰 -CoA + 7FAD +7NAD* + 7H0 一 一 8 乙酰 -CoA+7FADH +7NADH+7H- 

其 完全 氧化 可 以 产生 106 分 子 ATP ( 表 29-1)。 


>-- 表 29-1 1 分 子 软 脂 酸 彻底 氧化 以 后 ATP 的 收 支 情 况 





与 ATP 产生 有 关 的 酶 NADH 或 FADH. 产生 的 量 最 终 产 生 ATP 的 数目 
脂 酰 -CoA 合成 酶 -2 
虽 醚 -CoA 脱 氢 酶 7FADH， 7x 1.5=10.5 
产 酰 -CoA 脱氧 酶 7NADH 7x2.5=17.5 
异 柠 檬 酸 脱氧 酶 8NADH 8 x 2.5=20 
a- 酮 成 二 酸 脱 氢 酶 8NADH 8 x2.5=20 
琥珀 酰 -CoA 合成 酶 8 GTP=8 ATP 
琥珀 酸 脱 氢 酶 8FADH， 8 x 1.5=12 
苹果 酸 脱 所 酶 8NADH 8 x2.5=20 
总 量 106 


(四 ) 8- 氧化 的 生理 功能 

脂肪 酸 B- 氧化 的 主要 生理 功能 是 产生 ATP, 其 效率 要 高 于 和 葡萄糖。 例如 ,含有 12 个 碳 原子 的 1 
分 子 饱 和 脂肪 酸 完全 氧化 ,可 以 产生 78 分 子 ATP ,而 2 分 子 的 葡萄 糖 ( 共 12 个 碳 原子 ) 完全 氧化 只 能 
产生 60~64 分 子 的 ATP。 

脂肪 酸 B- 氧化 的 另外 一 个 重要 功能 是 与 呼吸 链 一 起 为 机 体 产生 代谢 水 (metabolic water)。 虽然 B- 
氧化 在 水 合 反应 中 消耗 了 水 分 子 , 但 产生 的 乙酰 -CoA、FADH, 和 NADH 经 彻底 氧化 可 以 产生 更 多 的 
水 分 子 。 这 对 于 某 些 生活 在 干燥 缺 水 环境 的 生物 十 分 重要 , 像 骆驼 和 长 鼻 袋 鼠 (kangaroo rat) 将 B- 氧 
化 作为 它们 获取 水 源 的 一 种 特殊 手段 。 

(五 ) 奇数 脂肪 酸 的 B- 氧化 

奇数 脂肪 酸 虽 然 在 自然 界 的 含量 远 远 低 于 偶数 脂肪 酸 ,但 它 也 存在 于 生物 体 ,在 某 些 生物 (如 反 
刍 动物 ) 体内 ,其 氧化 放出 的 能 量 可 占 它 们 所 需 能 量 的 235% 。 此 外 , 它 还 可 以 作为 动物 糖 异 生 的 前 体 。 
因此 ,奇数 脂肪 酸 在 能 量 代谢 中 具有 特别 的 作用 。 

奇数 脂肪 酸 的 氧化 实际 上 就 是 丙 酰 -CoA 的 氧化 ,因为 碳 原 子 数目 =5 的 奇数 脂肪 酸 完全 可 以 和 
偶数 脂肪 酸 一 样 进行 B- 氧化 ,直到 丙 酰 -CoA (propionyl-CoA) 出 现 为止 。 

丙 酰 -CoA 的 氧化 原则 上 并 不 困难 ,只 需 将 它 转变 为 偶数 的 琥珀 酰 -CoA 即 可 。 如 图 29-6 所 
示 , 丙 酰 -CoA 先后 在 丙 酰 -CoA 羧 化 酶 (propionyl-CoA carboxylase)、. 甲 基 丙 二 酸 单 酰 -CoA 消 旋 酶 
(methyl-malony-CoA racemase) 和 甲 基 丙 二 酸 单 酰 -CoA 变 位 酶 [methyl-malony-CoA mutase) 的 催化 下 ， 
最 终 转 变 为 琥珀 酰 -CoA , 而 琥珀 酰 -CoA 可 顺利 进入 TCA 循环 被 进一步 氧化 分 解 ,或 者 转变 为 草 酰 
乙酸 以 后 离开 循环 而 作为 糖 异 生 前 体 。 


nes ~ as aa we au 和 和 ad ws 和 as neeaeer zx ， 


《29, 


1 分 子 乙 酸 或 乙醇 
在 人 体内 完全 氧化 可 分 别 
产生 多 少 分 子 的 ATP? 


戊 酸 和 丁 酸 在 人 
体内 彻底 氧化 , 哪 一 种 产生 
的 ATP 更 多 ? 
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为 什么 严格 的 素 
食 者 利用 奇数 脂肪 酸 的 能 
力 减 弱 ? 


多 不 饱和 脂肪 酸 的 
有 B- 氧化 


超 长 链 脂肪 酸 的 
B- 氧化 


为 什么 脂肪 酸 x- 
氧化 不 能 在 脂 酰 -CoA 上 
进行 ? 
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CH3CH2C 一 $ 一 CoA 丙 酰 -CoA +1 AIP 1) + Co + HO 
丙 酰 -CoA 羧 化 酶 
(生物 素 ) 
0 
互 一 帮 =GR5 D- 甲 基 两 二 酸 
| 单 酰 -CoA 
1 一 S 一 COoA 
人 甲 基 丙 二 酸 单 酰 -CoA 消 旋 栈 
1 | 
HiC 一 C 一 瑟 L- 甲 基 丙 二 酸 
ws 单 酰 -CoA 
T= S 一 CoA 
O 甲 基 丙 二 酸 单 酰 -CoA 变 位 酶 
COO (脱氧 腺 苷 钴 胺 素 ) 
| 
HC 一 CH， 
琥珀 酰 -CoA 
1; S 一 COA 
O 
TCA 循环 


值得 注意 的 是 , 甲 基 丙 二 酸 单 酰 -CoA 变 位 酶 需要 脱氧 腺 昔 钴 胺 素 作为 辅酶 ,而 这 种 辅酶 衍生 于 
维生素 Ba, 所 以 ,维生素 Bu 的 缺乏 会 影响 到 机 体 对 奇数 脂肪 酸 的 代谢 。 

(六 ) 不 饱和 脂肪 酸 的 B- 氧化 

不 饱和 脂肪 酸 在 进行 8B- 氧化 的 时 候 会 遇 到 特别 的 难题 , 即 如 何 处 理 它 本 身 位 置 不 对 的 顺 式 双 
键 。 但 一 般 说 来 ,这 些 双 键 本 来 离 羧基 端 有 一 段 距 离 , 因 此 一 开始 照常 进行 8B- 氧化 ,只 是 当 顺 式 双 
键 进 入 B 位 以 后 ,B- 氧化 将 不 能 继续 进行 。 这 时 需要 特殊 的 异 构 酶 即 烯 酰 -CoA 异 构 酶 (enoyl-CoA 
isomerase) 来 改变 双 键 的 位 置 和 性 质 ,使 之 转变 为 可 被 脂 酰 -CoA 脱氧 酶 识别 的 2 号 位 的 反 式 双 键 ,B- 
氧化 就 得 以 继续 了 (图 29-7)。 

上 述 烽 酰 -CoA 异 构 酶 只 能 解决 单 不 饱和 脂肪 酸 在 进行 B- 氧化 时 遇 到 的 问题 ,如 果 是 多 不 饱和 
脂肪 酸 , 还 需要 2,4- 二 烯 酰 -CoA 还 原 酶 (2,4-dienoyl-CoA reductase) 的 帮助 。 

需要 特别 指出 的 是 ,大 于 18 个 碳 原 子 的 脂 酰 -CoA 难以 进入 线粒体 进行 B- 氧化 ,但 可 以 进入 过 
氧化 物 酶 体 或 乙 醛 酸 循环 体 进行 B- 氧化 。 脂 酰 -CoA 若 要 进入 过 氧化 物 酶 体 或 乙 醛 酸 循环 体 ,需要 
膜 上 的 一 种 转运 蛋白 ,但 不 需要 肉 碱 。 


二 、 脂 肪 酸 的 we- 氧化 与 w- 氧化 
虽 肪 酸 a- 氧化 是 指 发 生 在 “- 碳 原子 上 的 氧化 。 像 植 烷 酸 (phytanic acid) 这 样 的 脂肪 酸 , 因 在 B- 
碳 原子 上 有 甲 基 , 故 在 细胞 内 难以 直接 进行 B- 氧化 ,必须 先 通过 a- 氧化 去 除 1 个 碳 原子 。 

与 B- 氧化 不 同 的 是 ,a- 氧化 直接 在 游离 的 脂肪 酸 上 进行 ,不 需 活 化 ,不 需 消耗 ATP, 但 也 不 产生 
ATP。 整 个 w- 氧化 既 可 以 发 生 在 内 质 网 ,也 可 以 发 生 在 线粒体 或 过 氧化 物 酶 体 。 下 面 以 植 烷 酸 为 例 ， 
对 a- 氧化 做 简单 的 介绍 。 

植 烷 酸 来 源 于 反刍 动物 脂肪 和 牛奶 ,叶绿素 的 组 分 叶 绿 醇 在 体内 也 可 以 转变 为 植 烷 酸 。 如 





| 1 
CHi(CH)) 一 C 一 C 一 CH(CH) CC 一 S$ 一 CoA 油 酰 -CoA 
1 三 轮 b- 氧 
3cH; 一 C 一 CoA 化 循环 
JE 1 

CH;(CH))C 一 C 一 CH 一 C 一 S 一 CoA 4 -_ 顺 -十 二 烯 酰 -CoA 
| 烯 酰 -CoA 

的 和 和 有 异 构 本 


父 
CHi(CH)CH 一 C 一 C 一 C 一 S 一 CoA 4- 反 - 十 二 烯 酰 -CoA 
B | 


互 
HO 
烯 酰 -CoA 
水 合 酶 


OH 


| 
CHi(CH)))CH; 一 C 一 CH 一 C 一 S 一 CoA 


6CHC 一 S 一 CoA 
29-7 ” 单 不 饱和 脂肪 酸 ( 油 酸 ) 的 B- 氧化 


图 29-8 所 示 ,首先 在 w- 羟 化 酶 (a-hydroxylase) 催化 下 , 植 烷 酸 的 a- 碳 原子 发 生 羟基 化 反应 。 这 里 
的 a- 羟 化 酶 需要 0,、Fe” 和 维生素 C 的 参与 。 随 后 ,在 <- 氧化 酶 的 催化 下 ,a- 碳 原子 被 氧化 成 痰 
基 , 而 原来 的 羧基 变 成 了 CO;。 经 过 以 上 两 步 反 应 , 植 烷 酸 少 了 一 个 碳 原子 , 变 成 了 降 植 烷 酸 (pristanic 
acid), 原 来 位 于 B- 碳 原子 上 的 甲 基 "移花接木 "到 了 ac- 碳 原子 上 。 于是, 降 植 烷 酸 就 可 以 照常 进行 B- 
氧化 了 。 

由 于 人 的 正常 饮食 中 含有 大 量 植 烷 酸 或 其 前 体 植 烷 醇 ,因此 w- 氧化 系统 的 正常 运行 对 于 这 
类 脂肪 酸 的 代谢 是 必 不 可 少 的 。 有 一 种 遗传 病 叫 雷 夫 苏 姆 病 (Refsum disease), 患 者 先天 缺乏 a- 氧 
化 相关 的 酶 ,导致 援 和 的 植 烷 酸 在 体内 堆积 ,引起 中 毒 , 其 主要 症状 包括 视网膜 色素 变性 (retinitis 
pigmentosa) 夜 视 能 力 减 弱 、 外 周 神经 疾病 (peripheral neuropathy) 和 小 脑 性 运动 失调 (cerebellar ataxia) 
等 。 目 前 这 种 疾病 没有 特别 的 治疗 方法 ,只 能 通过 严格 控制 食物 中 植 烷 酸 的 摄 人 来 防止 其 积累 。 

脂肪 酸 除 了 可 以 进行 c- 氧化 和 B- 氧化 以 外 ,还 可 以 进行 w- 氧化 。 脂 肪 酸 的 w- 氧化 发 生 在 未 
端 甲 基 即 wo- 碳 原子 上 ,被 氧化 的 脂肪 酸 与 w- 氧化 一 样 不 需要 活化 。 


三 、 酮 体 的 生成 和 利用 

在 饥饿、 禁 食 或 某 些 病理 状态 下 (如 糖尿 病 ) 下 ,人 体内 的 脂肪 动员 加 强 , 大 量 的 脂肪 酸 被 肝 细 胞 
吸收 和 氧化 。 与 此 同时 ,为 了 维持 血糖 浓度 的 稳定 ,体内 的 糖 异 生 作用 也 被 激活 。 草 酰 乙 酸 作为 糖 异 
生 的 原料 被 消耗 ,导致 肝 细胞 内 草 酰 乙酸 浓度 急剧 下 降 ,进而 影响 到 三 羧 酸 循环 ,大 量 由 脂肪 酸 B- 氧 
化 产生 的 乙酰 -CoA 因 得 不 到 及 时 氧化 而 出 现 堆积 , 酮 体 (ketone bodies) 就 在 这 种 情况 下 生成 了 。 

酮 体 包 括 丙酮 .乙酰 乙酸 (acetoacetate) 和 D-B- 羟 丁 酸 (8-hydroxybutyrate), 其 合成 场所 是 肝 细 胞 
的 线粒体 基质 。 参 与 酮 体 合成 的 酶 有 硫 解 酶 .BE- 羟 -6B- 甲 基 戊 二 酸 单 酰 -CoA 合 酶 或 HMG-CoA 合 酶 
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为 什么 植 烷 酸 在 
人 体内 可 以 作为 糖 异 生 的 
前 体 ? 


旧 肪 酸 的 w- 氧化 
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人 体 细胞 内 为 什么 
没有 一 个 专门 的 酶 催化 乙酰 
乙酸 的 脱羧 反应 ? 


(8B-hydroxy-B-methylglutaryl CoA synithase)、 
HMC-CoA 裂 合 酶 (HMG-CoA lyase) 和 
D-8- 羟 丁 酸 脱 氢 酶 D-B-hydroxybutyrate 
dehydrogenase) (图 29-9)。 反 应 的 前 两 
步 与 胆固醇 合成 的 第 一 步 和 第 二 步 相 
同 ,只 不 过 胆固醇 合成 的 场所 是 细胞 质 
基质 ,并 且 不 限于 肝 细 胞 。 

酮 体 合 成 的 第 一 步 反 应 为 硫 解 酶 
的 道 反应 ,第 三 步 反 应 产生 第 一 种 酮 
体 一 一 乙酰 乙酸 ,乙酰 乙酸 既 可 以 自发 
脱羧 基 变 成 丙酮 ,又 可 以 在 脱氧 酶 的 催 
化 下 被 还 原 为 D-B- 羟 丁 酸 。 

酮 体 产生 以 后 ,就 可 以 通过 自由 扩 
散 从 肝 细 胞 进入 血液 , 随 着 血液 循环 到 
达 肝 外 组 织 ( 如 脑 ` 骨 歼 肌 、 心 肌 和 肺 )。 
其 中 丙酮 主要 经 肺 呼出 体外 ,乙酰 乙酸 
和 B- 羟 丁 酸 在 重新 转变 为 乙酰 -CoA( 图 
29-10) 后 ,可 进入 三 羧 酸 循环 氧化 放 能 。 
因此 ,在 饥 钱 或 禁 食 的 时 候 , 酮 体 成 为 
脑 . 骨骼 肌 和 心肌 一 种 极为 重要 的 替代 
燃料 。 但 在 肝 细 胞 内 , 酮 体 不 能 再 转变 
为 乙酰 -CoA ,原因 是 肝 细 胞 缺乏 利用 酮 
体 的 酶 一 B- 酮 酰 -CoA 转移 酶 或 乙酰 
乙酸 硫 激酶 。 

B- 酮 酰 -CoA 转移 酶 也 称 为 琥珀 


CH CH O 


HaC 一 Ce CH2)3 一 本 一 CBE 一 一 和 
植 烷 酸 
H2O 
植 烷 酸 
a- 状 化 酶 


CH CH3 O 
| ee 
HiC 一 (CH 一 CH 一 CH 一 CH) 一 CH 一 CH 一 C 一 0 
| 
植 烷 酸 OH 
a- 氧 化 酶 
Co; 
CH， 0O 


| | | 
HiC 一 (CH 一 CH, 一 CH; 一 CH) 一 CH 一 C 一 0 


CH 


降 植 烷 酸 
ATP+CoA 
脂 酰 -CoA 
合成 酶 
AMP+PPi 
CH， CH，0 


| 
HiC 一 (CH 一 CH 一 CH 一 CH 一 CH 一 C 一 S 一 CoA 
第 一 轮 6- 氧 化 
CH3CHC 一 S 一 CoA 
第 二 轮 1- 氧 化 。 


| 
CHiC 一 S 一 CoA 


CoA 


CH CH，0 


HiC 一 (CH 一 CH 一 CH 一 CH 一 CH 一 C 一 0 


继续 - 氧化 
29-8 ” 植 烷 酸 的 氧化 


| 
2CHC 一 S 一 CoA 


区 乙酰 乙酰 -CoA 硫 解 酶 
CoASH ERASD 


6 CH3C 一 CH 一 C 一 S 一 CoA 乙酰 乙酰 -CoA 


| 
CH;C 一 S 一 CoA 


CH5C 一 CH 一 C 一 O- 


O OH O 
-1 | | 
0 一 C 一 CH 一 C 一 CH 一 C 一 S 一 CoA 
CH; 
O 
| 
O 
| 
CH: 一 C 一 CH) 


侠 29-9 页 体 的 形成 
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HMG-CoA 合 酶 
CoAS 


B- 羟 -8- 甲 基 戊 二 酸 
单 酰 -CoA (HMG-CoA) 


HMG-CoA 有 裂 合 酶 
1 
CH 一 C 一 S 一 CoA 


乙酰 乙酸 








9 


十 十 
NAD NADHT+H 


琥珀 酰 -CoA 琥珀 酸 O 
和 2 N_L/ 2 9 Z0O SoASH 2 
人 D-p- 羟 丁 酸 CH 一 c 一 CH 一 PE CH 一 < 一 CH 一 Q SS 2cH 一 C 
_ _ 酮 酰 _Co 
站 O ”脱氧 酶 O 转移 本 SGCOA 硫 解 酶 SCoA 
D-p- 关 丁 酸 乙酰 乙酸 乙酰 乙酰 -CoA 


侠 29-10 酮 体 的 利用 


的 CoA 转移 到 乙酰 乙酸 ,致使 乙酰 乙酰 -CoA 重新 形成 。 乙 酰 乙 酸 硫 激 酶 催化 乙酰 乙酸 与 ATP、CoA 
应 ,直接 形成 乙酰 乙酰 -CoA ,反应 机 制 类 似 于 脂 酰 -CoA 合成 酶 。 重 新 形成 的 乙酰 乙酰 -CoA 在 硫 
0 -CoA 并 进入 三 羧 酸 循环 。 
乙酰 乙酸 和 B- 产 丁 酸 均 为 中 强酸 ,因此 酮 体 产生 过 多 会 引起 酮 症 (ketosis), 甚 至 出 现 酸 中 毒 。 


第 二 季 脂肪 酸 的 合成 


在 动物 体内 偶数 脂肪 酸 不 能 完全 转变 成 糖 ,但 是 , 糖 却 很 容易 变 为 偶数 脂肪 酸 ,并 进一步 转化 为 
脂肪 。 生 物体 在 能 量 充 裕 的 情况 下 ,会 将 一 部 分 多 余 的 能 量 以 糖 原 的 形式 贮存 起 来 。 然 而 , 糖 原 是 一 
种 短期 能 源 储备 , 且 动 物体 合成 糖 原 的 量 是 受到 限制 的 ,因此 , 当 糖 原 积 累 达到 极限 的 时 候 , 机 体 只 能 
依赖 于 脂肪 了 。 脂 肪 作为 一 种 长 期 能 量 储备 ,不 但 效率 高 ,而且 容 易 堆 积 在 一 起 而 不 改变 细胞 的 渗透 
压 。 可 以 说 ,生物 体 合成 和 积累 脂肪 的 能 力 几 乎 是 无 限 的 。 

脂肪 酸 合 成 的 研究 开始 于 Knoop 提出 B- 氧化 学 说 以 后 不 久 。 最 初 , 人 们 推测 ,脂肪酸 合成 可 能 
是 B- 氧化 的 逆反 应 ,但 事实 并 非 如 此 。 就 像 糖 异 生 和 糖 酵 解 之 间 的 关系 一 样 ,脂肪 酸 合成 采取 的 是 

一 条 与 B- 氧化 不 同 的 途径 ,两 者 在 反应 的 场所 \ 酶 .电子 受 体 或 供 体 、 脂 酰基 的 载体 或 二 碳 单位 的 形 
式 等 方面 都 具有 显著 的 差别 (图 29-11)。 


B- 氧 化 脂肪 酸 合成 
发 生 在 线粒体 生 U) 发 生 在 细 质 基质 
可 CoA 为 脂 “ 尝 & ACP 为 脂 脂 酰 -ACP(C，,) 
脂 酰 -CoA(C ,,) 吉 二 文体 作 王 表征 站 2 
FAD FAD 为 NADPH 为 NADP 
员 册 司 电子 受 体 6 电子 供 体 NADPHHH 
烯 酰 -CoA 烯 酰 -ACP 
H2O H2O 
3-L- 状 酰 -CoA 全 5 机 3-D- 产 酰 -ACP 
NAD NAD 为 ”名 ANADPH 为 Ne  。 
NADH+HH 电子 受 体 人 电子 供 体 NADPH+H 
5- 酮 酰 -CoA 。 6- 酮 酰 -ACP 
CoA 二 碳 单位 产物 全 图 一 碳 单位 供 体 为 必 0 
乙酰 -CoA 为 乙酰 -CoA 他 》 丙 二 酸 单 酰 -CoA 





酸 单 酰 -CoA 
脂 酰 --ACP(C,) 2 


脂 酰 -CoA(C,) 





人 图 29-11 ”脂肪酸 分 解 与 合成 的 比较 


一 、 脂 肪 酸 合成 的 一 般 性 质 
几乎 所 有 的 生物 都 能 够 进行 脂肪 酸 的 合成 ,虽然 在 具体 的 细节 上 会 有 所 差别 ,但 至 少 有 以 下 共同 
的 性 质 : 中 除了 植物 是 在 质 体内 ,其 他 生物 合成 的 场所 均 为 细胞 质 基 质 ;@) 从 头 合成 需要 乙酰 -CoA 作 
为 引物 , 若 要 合成 奇数 脂肪 酸 , 就 以 丙 酰 -CoA 作为 引物 ;G) 丙 二 酸 单 酰 -CoA (malonyl-CoA) 作为 活化 
383 
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的 二 碳 单位 供 体 ;@ 丙 二 酸 单 酰 -CoA 的 脱羧 反应 和 NADPH 作为 驱动 碳 链 延 伸 的 动力 ;@ 软 脂 酸 
常 是 反应 的 终 产 物 ;@@ 软 脂 酸 以 外 的 脂肪 酸 是 通过 修饰 形成 的 。 


二 、 脂 肪 酸 合成 的 详细 机 制 

(一 ) 乙酰 -CoA 跨 线 粒 体 内 膜 的 转运 

同位 素 示 踪 实验 证 明了 脂肪 酸 合成 的 前 体 为 乙酰 -CoA。 对 于 真 核 生物 而 言 , 其 体内 形成 乙 
栈 -CoA 的 反应 ,不 论 是 丙酮 酸 的 氧化 脱羧 ， 还 二 用 用 本 的 甩 他 蕊 纸 基 卫 全 全 条 的 入 各 都 主要 发 生 在 
二 放 放 ii 和 芝 和 衣 二 各 opentpeeopexoioniine 本 全 入 抽 和 r 和 05 





不 能 直接 透 过 线粒体 内 膜 ， 本 线粒体 细胞 质 基质 

酮 酸 穿梭 系统 ,可 将 基质 内 符 机 酸 合 酶 柠 榜 酸 裂 合 栈 这 

的 乙酰 -CoA 转化 成 细胞 质 
人 苹果 酸 脱氧 酶 





基质 中 的 乙酰 -CoA ,该 系统 
作用 的 机 制 ( 图 29-12) 是 : 基 
质 内 的 乙酰 -CoA 先 与 草 酰 
乙酸 缩合 成 柠檬 酸 ,然后 , 柠 
榜 酸 通过 内 膜 上 特殊 的 转运 四 2- 12 柠檬 酸 - 两 贾 酸 跨 膜 穿梭 系统 
蛋白 进入 细胞 质 基质 。 一 日 柠 机 酸 进 入 细胞 质 基质 ， 其 中 的 柠 术 酸 裂 合 酶 (einale 就 将 其 裂解 成 
乙酰 -CoA 和 草 酰 乙酸 。 草 酰 乙 酸 可 以 经 过 苹果 酸 和 丙酮 酸 中间 物 重新 转变 为 基质 内 的 草 酰 乙酸 。 

然而 ,柠檬 酸 作为 三 羧 酸 循环 的 中 间 物 ,在 什么 情况 下 会 离开 循环 为 脂肪 酸 合成 提供 原料 呢 ? 实 
际 上 这 完全 取决 于 细胞 能 量 状态 的 高 低 。 当 细胞 的 能 量 状 态 很 高 时 ,ATP 作为 负 别 构 效 应 物 抑制 异 
柠檬 酸 脱氧 酶 的 活性 (参看 第 二 十 三 章 “三 羧 酸 循环 ”), 从 而 导致 异 柠檬 酸 的 积累 , 异 柠檬 酸 在 顺 乌 头 
酸 酶 的 催化 下 很 容易 转变 为 柠檬 酸 ,这 就 导致 了 柠檬 酸 的 积累 。 柠 檬 酸 的 积累 为 它 离开 线粒体 进 和 人 
细胞 质 基质 创造 了 条 件 。 

(二 ) 乙酰 -CoA 的 活化 

人 们 在 确定 了 乙酰 -CoA 是 脂肪 酸 合成 的 前 体 之 后 ,并 没有 立刻 意识 到 乙酰 -CoA 需要 先 活化 才 
能 被 利用 。 有 人 曾经 长 时 间 利 用 肝 细 胞 抽取 物 研究 脂肪 酸 的 合成 ,但 一 直 没 有 进展 ,直到 有 一 天 偶然 
用 碳酸 氧 盐 缓冲 系统 进行 研究 , 才 观 测 到 了 脂肪 酸 的 合成 。 自 此 ,人 们 才 确 定 了 乙酰 -CoA 的 活化 在 

提 肪 酸 合成 中 的 重要 性 。 

乙酰 -CoA 的 活化 是 在 乙酰 -CoA 羧 化 酶 (acetyl-CoA carboxylase,ACC) 的 催化 下 完成 的 (图 29- 

13), 反 应 机 理 类 似 于 糖 异 生 途 径 中 丙酮 酸 的 羧 化 反应 (参看 第 二 十 五 章 “ 糖 异 生 ”)。 该 反应 为 不 可 逆 
应 ,是 脂肪 酸 合成 的 限 速 反应 。 

细菌 的 ACC 由 3 个 亚 基 组 成 ,分 别 具 有 生物 素 载体 (biotin carboxyl carrier)、 生 物 素 羧 化 酶 (biotin 
carboxylase) 和 羧基 转移 酶 的 功能 。 真 核 生物 的 ACC 是 一 个 多 功能 酶 ,一 条 多 肽 链 同 时 具有 3 种 功能 。 

(三 ) 脂肪 酸 合 酶 的 结构 与 功能 

参与 脂肪 酸 合成 的 蛋白 质 或 酶 通称 为 脂肪 酸 合 酶 (fatty acid synthase), 它 包括 :@D 酰 基 载 体 蛋 
白 (acyl carrier protein,ACP); @) 乙酰 -CoA:ACP 转 脂 酰基 酶 (acetyl-CoA-ACP transacylase,AT); @) 丙 
二 酸 单 酰 -CoA:ACP 转 酰 酶 (malonyl-CoA-ACP transacylase,MT); @ 8- 酮 酰 -ACP 合 酶 (8-ketoacyl- 
ACP synthase,KS), 也 称 为 缩合 酶 (condensing enzyme,CE); G@) 8- 酮 酰 -ACP 还 原 酶 (B-ketoacyl-ACP 
reductase,KR);(O) 6B- 羟 -ACP 脱水 酶 (8B-hydroxy-ACP dehydrase,DH);G@) 烯 酰 -ACP 还 原 酶 (enoyl-ACP 
reductase,ER);@) 硫 酯 酶 (thioesterase,TE)。 

细菌 和 植物 体内 的 脂肪 酸 合 酶 以 多 酶 复合 体形 式 存在 ,不 同 的 酶 活性 由 不 同 的 蛋白 质 承担 ;而 酵 


丙酮 酸 
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29-13 ”乙酰 -CoA 的 羧 化 反应 


母 细胞 的 脂肪 酸 合 酶 有 6 个 w 亚 基 和 6 个 B 亚 基 (asBs) 组 成 ,其 中 w 亚 基 具 有 ACP.KS 和 KR 的 活性 ， 
B 亚 基 具 有 AT MT、DH、ER 和 TE 的 活性 ;哺乳 动物 的 脂肪 酸 合 酶 则 是 一 种 多 功能 酶 (图 29-14), 由 两 
个 相同 的 亚 基 头 尾 相连 。 每 一 个 亚 基 有 3 个 结构 域 ,同时 具有 ACP 的 功能 和 7 种 酶 的 活性 。 但 单个 为 什么 哺乳 动物 让 


肪 酸 合 酶 的 单个 亚 基 不 能 完 
亚 基 并 不 能 完成 一 个 脂肪 酸 分 子 的 合成 。 成 一 个 脂肪 酸 的 合成 ? 





脂肪 酸 合 酶 二 聚 体 移 位 





软 脂 酸 
释放 


底 物 入 口 


结构 域 1: AT= 转 酰 酶 ; MT= 丙 二 酸 单 酰 转移 酶 ;CE= 缩 合 酶 
结构 域 2;:ACP= 酰 基 载 体 蛋 白 ;KR=p- 酮 酰 COA 还 原 酶 ; DH= 脱 水 酶 ;ER= 烯 酰 还 原 酶 
结构 域 3: TE= 硫 酯 酶 


侠 29-14 ”哺乳 动物 脂肪 酸 合 酶 的 结构 模型 


ACP 在 脂肪 酸 合成 中 的 功能 是 作为 脂 酰 基 的 载体 ,其 功能 端的 结构 与 乙酰 -CoA 十 分 相似 (图 


29-15), 由 磷酸 泛 酰 琉 基 乙 胺 与 它 的 一 个 Ser 残 基 的 羟基 以 磷酸 酯 键 相 连 ,因此 ,ACP 可 视 为 在 功能 上 
放大 的 CoA。 








4- 磷酸 泛 酰 乙 胺 
H CH， Or- 
HS 一 CH 一 CH 一 NE 一 CC NA O 一 CH 一 Ser 一 ACP 
| 
P- 葡 基 Z 胶 泛酸 


和 伟 29-15 ACP 的 结构 
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《四 ) 脂肪 酸 合成 的 反应 历程 
现 以 哺乳 动物 为 例 , 分 步 介 绍 脂肪 酸 合 酶 所 催化 的 反应 (图 29-16): 


Pant 。 Cys 
乙酰 -CoA: 人 1 有 两 二 酸 单 酰 - | | S 由 
Pant CyS ACP 转 栈 酶 S 了 于 S CoA:ACP 转 酰 酶 S S | 
| | 


| | C 一 0 
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COO | 
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NADPH 
65- 酮 酰 一 
ACP 还 原 酶 
NADP 
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| | | 思 | 
SH SS S SH 人 NS SH 于 sy 全 SH 
| | | 
6=o 。 G=6 Ca ACP 脱水 酶 导 一 站 
| | 烯 酰 -ACP | | 
CH> 下 还 原 酶 站 
| 
CH 了 H2O 有 
| 
CH; CHs CH CH 
单 枉 
一 CoA 
外 
二 CoA:ACP 酶 ? 
Pant “ Cys C 一 O 
Pant CysS | | 
必 ae 
cs 6 呈 三 ee (2 
| | 下 CHs3 
CH CH 
| 。 | 人 Hz9 区 CSys 
” CH 
人 CH; SH SS 吾 
CH; 


Pant : 一 个 亚 基 上 的 泛 酰 航 基 乙 胺 
Cys : 另 一 个 亚 基 上 的 半 胱 氨 酸 残 基 


四 2-! 16 。 脂肪 酸 合 酶 化 的 脂 肪 酸 合成 反应 


() 引发 反应 (priming reaction) 作为 引物 的 乙酰 基 从 CoA 转移 到 脂肪 酸 合 酶 二 聚 体 的 一 个 亚 基 

上 ,这 个 亚 基 接 受 乙 酰基 的 是 KS ( 即 CE) 上 的 一 个 Cys 残 基 。 该 反应 由 AT 催化 ,反应 式 为 : 
乙酰 -$ -CoA + HS-Cys-KS 一 一 乙酰 -S-Cys-KS + CoASH 

(2) 活化 的 “二 碳 单 位 ”的 装载 (loading) 反应 发 生 在 另 一 个 亚 基 的 ACP 列 基 上 (简写 为 PPant- 

SH), 由 MT 催化 ,反应 式 为 : 
两 二 酸 单 酰 -$ -CoA + HS-PPant-ACP 一 一 丙 二 酸 单 酰 -S -PPant-ACP + CoASH 
(3) 缩合 (condensation) 这 是 一 步 碳 链 延伸 的 反应 ,由 KS 催化 ,总 反应 式 为 : 
两 二 酸 单 酰 -S-PPant- ACP + 乙酰 -S-Cys-KS 一 一 CO,+ 乙酰 乙酰 -S-PPant-ACP+HS-Cys-KS 

在 反应 中 ,先是 丙 二 酸 部 分 发 生 脱 羧基 反应 形成 碳 负离子 中 间 物 ,随后 碳 负离子 亲 核 进攻 乙酰 基 
部 分 的 痰 基 碳 , 两 个 “二 碳 单位 " 因此 缩合 成 四 碳 的 乙酰 乙酰 基 团 。 

(4) 还 原 (reduetion) 这 是 一 步 氧化 还 原 反 应 ,由 KR 催化 ,NADPH 为 还 原 剂 ,产物 为 D-a ,B- 状 
丁 酰 -ACP, 反 应 式 为 : 

乙酰 乙酰 -S-PPant-ACP + NADPH + H 一 一 D-6- 羟 丁 酰 -S-PPant-ACP+NADP* 
(5) 脱水 (dehydration) 这 是 一 步 脱 水 消除 反应 ,由 DH 催化 , 随 着 位 于 a- 碳 原子 上 的 氧 和 B- 碳 


原子 上 的 羟基 形成 H0 ,一 个 反 式 的 双 键 在 这 两 个 碳 原子 之 间 形 成 ,总 反应 式 为 : 
D-6- 羟 丁 酰 - S-PPant-ACP 一 一 江 ,B- 反 -了 丁 烯 酰 - S-PPant-ACP+HO 
(6) 再 还 原 这 又 是 一 步 氧化 还 原 反 应 ,由 了 ER 催化 ,还 原 剂 仍然 是 NADPH, 产 物 为 丁 酰 - 
S-PPant-ACP, 反 应 式 为 : 
a,B- 反 -了 丁 烯 酰 - S-PPant-ACP+NADPH+H 一 一 丁 酰 -S-PPant-ACP 
到 此 为 止 ,两 个 碳 原子 的 乙酰 基 被 延长 为 4 个 碳 原子 的 丁 酰基 ,下 面 发 生 的 反应 即 是 重复 第 1 
步 一 第 6 步 的 反应 ,不 过 第 1 步 变 成 丁 酰基 从 一 个 亚 基 的 ACP 移 位 到 另 一 个 亚 基 的 KS 的 Cys 残 基 上 。 
显然 ,每 重复 一 次 , 碳 链 即 延 长 两 个 碳 原 子 。 
(7) 软 脂 酸 的 释放 “” 当 碳 链 延 伸 到 16 个 碳 原子 并 被 还 原 成 软 脂 酰 -S-PPant-ACP 以 后 ,TE 将 
ACP 上 的 软 脂 酰 键 转移 给 水 分 子 , 反 应 终 产 物 软 脂 酸 得 以 释放 ,反应 式 为 : 
软 脂 酰 -S-PPant-ACP+H0 一 -一 软 脂 酸 +ACP-PPant-SH 
综合 上 述 所 有 的 反应 ,合成 1 分 子 软 脂 酸 的 总 反应 式 为 : 
乙酰 -CoA +7 两 二 酸 单 酰 -CoA + 14NADPH + 14H 一 一 软 脂 酸 + 7CO, + 14NADP" + 8HSCoA + 6H2O 
7 乙酰 -CoA +7C0; +7ATP 一 一 7 丙 二 酸 单 酰 -CoA +7ADP+7Pi+7H* 
8 乙酰 -CoA + 14NADPH + 7H +7ATP 一 一 软 脂 酸 + 14NADP" + 8HSCoA + 6H2O+7ADP + 7Pi 
(五 ) 脂肪 酸 的 修饰 
软 脂 酸 是 脂肪 酸 合 酶 的 终 产 物 , 但 它 并 不 是 机 体内 唯一 的 脂肪 酸 ,那么 机 体内 其 他 的 脂肪 酸 是 如 
何 产生 的 呢 ? 
机 体内 其 他 脂肪 酸 主 要 通过 各 种 修饰 反应 产生 ,有 延伸 和 去 饱和 两 种 方式 ,相关 的 酶 分 别称 为 延 
伸 酶 (elongase) 和 去 饱和 酶 (desaturase)。 下 面 就 这 两 种 修饰 反应 分 别 加 以 讨论 。 
1. 脂肪 酸 的 延伸 反应 
如 图 29-17 所 示 , 真 核 细胞 有 两 种 脂肪 酸 延 伸 反 应 系统 ,一 种 存在 于 内 质 网 , 另 一 种 存在 于 线 粒 
体 基 质 。 前 者 与 细胞 质 基 质 的 脂肪 酸 合成 反应 相似 ,只 是 酶 的 组 成 有 所 改变 ,并 且 使 用 CoA 代替 ACP 
作为 脂 酰 基 的 载体 ;后 者 可 视 为 脂肪 酸 B- 氧化 的 逆反 应 ,不 过 延伸 反应 最 后 一 步 ( 相 当 于 B- 氧化 的 
第 一 步 氧 化 还 原 反应 ) 的 电子 供 体 并 非 FADH: ,而 是 NADPH。 
2， 脂 肪 酸 的 去 饱和 反应 
在 去 饱和 酶 作用 下 ,饱和 脂肪 酸 形成 不 饱和 脂肪 酸 , 单 不 饱和 脂肪 酸 形成 多 不 饱和 脂肪 酸 。 如 图 
29-18 所 示 ,酵母 和 动物 细胞 内 的 去 饱和 酶 位 于 光 面 内 质 网 膜 上 ,是 一 种 含有 非 血 红 素 铁 的 蛋白 质 , 它 


硬 脂 酰 CoA A?_ 油 酰 CoA 
R-CHCH2CH2C~SCoA R-CHCH2CHC~SCoA +O+2H +2H2O 
几 几 去 饱和 酶 
HS-CoA” | -oo0c-CH;C-SCoA| HS-CoA CH3C~SCoA 
| | 
O 人 
Ce5 ( 细 胞 质 基 质 ) 2Cytb5 Fe 和 2Cytb5 Fe 
0 CEA 
@NApr | 0 % @NApt | 9 0% | 
-H2O -H)O ，2H'+Cytbs 还 原 酶 。。 Cytbs 还 原 酶 
和 1 @ mo | 0 殿 pH 
侠 NADPH | 余 NADPH | 
R-CHCHCHCHCHC~-SCoA | R-CHCHCH2CHCHC-SCoA 
用 几 NADHHH NAD- 
内 质 网 线粒体 





图 29-17 脂肪酸 的 延伸 反应 ， 转 29-18 脂肪酸 的 去 也 和 反应 
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人 体 可 以 自己 合 
18: 1(11) 吗 ? 为 什么 ? 





机 体 为 什么 没有 
选择 脂肪 酸 的 活化 这 一 步 
作为 脂肪 酸 分 解 代 谢 的 调 
控 位 点 ? 
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子 并 最 终 交 给 0;。 植 物 细胞 的 去 

















人 和 酶 是 可 溶性 的 ,并 不 与 膜 结合 ， -天 症 
16:0 去 饱和 16:1(9C) 16:0 去 饱和 16:1(9C) 
它 作 用 于 脂 酰 -ACP, 由 脂 本 -ACP 软 脂 酸 一 一 一 棕 桐油 酸 软 脂 酸 一 一 棕榈 油 酸 
和 NADPH 提供 电子 。 2 和 
哺乳 动物 细胞 的 去 饱和 能 力 有 本 
限 ,不 能 在 编号 高 于 9 号 位 C 原子 多 ER 
以 上 的 位 置 直 接 引 入 双 键 ,但 植物 | 去 饱和 ”饮食 
细胞 没有 此 限制 (图 29-19)。 在 动 18:2(9C,12C) 18:2(9C,12C) 18:3(6C,9C,12C) 
机 亚 油 酸 亚 油 酸 )- 亚 麻 酸 
物 细 胞 内 , 像 亚 油 酸 12 号 位 置 的 双 | RS | 延长 
键 和 ca- 亚麻 酸 12 号 以 及 15 号 位 18:3(9C.12C.15C) _ 经 入 1830C12C.150) 2 
置 的 双 键 是 无 法 引入 的 ,只 有 在 植 | | | 去 亿 和 
、 20:4(5C,8C,11C,14C) 
物 细胞 内 才 可 以 引入 。 正 因为 如 此 ， Re 其 他 脂肪 酸 汪汪 员 全 


人 体 需要 的 亚 油 酸 和 ca- 亚麻 酸 必 
须 从 食物 中 获取 , 即 这 两 种 脂肪 酸 
是 人 的 必需 脂肪 酸 。 

(六 ) 奇数 脂肪 酸 的 合成 

奇数 脂肪 酸 除 了 通过 偶数 脂肪 酸 的 w- 氧化 转变 而 成 以 外 ,还 可 以 直接 合成 。 合 成 的 机 制 类 似 于 
偶数 脂肪 酸 ,只 是 使 用 丙 酰 -CoA (propionyl-CoA) 代 蔡 乙 酰 -CoA 作为 引物 。 


29-19 植物 和 动物 体内 的 去 饱和 反应 (C 表示 顺 式 双 键 ) 


第 三 节 ”脂肪酸 代谢 的 调控 


一 、 脂 肪 酸 分 解 代谢 的 调控 
虽 肪 酸 分 解 代 谢 的 主要 调控 位 点 是 在 脂 酰 -CoA 通过 线粒体 内 膜 进入 基质 这 一 步 , 受 到 调节 的 限 
速 酶 是 CPT I, 丙 二 酸 单 酰 -CoA 既是 该 酶 的 抑制 剂 ,又 是 脂肪 酸 合成 的 前 体 ,其 浓度 是 由 ACC 控制 的 ， 
至 于 ACC 活性 的 调节 详 见 脂肪 酸 合成 代谢 的 调控 。 


二 、 脂 肪 酸 合成 代谢 的 调控 

脂肪 酸 合成 的 限 速 酶 为 ACC。 
以 哺乳 动物 为 例 ,ACC 的 调节 方式 
有 两 种 :一 种 是 由 别 构 调 节 引 超 的 
单 体 和 多 聚 体形 式 的 互 变 (图 29- 
20)。 其 中 单 体 由 四 个 亚 基 组 成 ,无 
活性 ,多 聚 体 是 由 7~14 个 单 体 聚 
合 而 成 ,有 活性 。 在 细胞 能 量 状态 
较 高 的 时 候 , 细 胞 内 高 能 荷 的 指示 
剂 一 一 柠檬 酸 促进 单 体 转变 为 多 聚 
体 ,以 使 细胞 内 多 余 的 能 量 及 时 贮 





存 起 来 。 相 反 , 脂 肪 酸 合成 的 终 产 “CEEEEEEEED -你 启 酸 CoA 9 
物 软 脂 酰 -CoA 会 以 负 反 馈 的 形式 ， 有 活性 的 柠 机 酸 二 
多 聚 体 

单 体 


促使 多 聚 体 转 变 为 无 活性 的 单 体 。 


调节 ACC 活性 的 另外 一 种 方 余 29-20 哺乳 动物 ACC 的 活性 调节 








式 是 蛋白 质 的 磷酸 化 。ACC 具有 磷酸 化 和 去 磷酸 化 两 种 形式 ,其 中 磷酸 化 为 无 活性 形式 ,去 磷酸 化 为 
活性 形式 。 这 种 方式 与 第 一 种 调节 方式 一 致 ,原因 在 于 磷酸 化 的 乙酰 -CoA 带 上 了 和 较 高 的 负电 荷 ,不 
利于 有 活性 的 多 聚 体形 成 。 

促进 ACC 磷酸 化 的 蛋白 质 激 酶 有 PKA 和 一 种 直接 受 AMP 激活 的 激酶 (AMP-activated kinase) ( 参 
看 第 三 十 章 “ 胆 固 醇 代 谢 ”), 其 中 前 者 受 胰 高 血糖 素 的 调控 (参看 第 十 七 章 “激素 及 其 受 体 介 导 的 信和 号 转 
导 ”), 后 者 直接 受 AMP 的 激活 。 而 促进 ACC 去 磷酸 化 的 酶 是 磷 蛋 白 磷酸 酶 -2A ,该 酶 的 活性 受到 胰岛 
素 的 调节 。 由 此 可 见 ,PKA 和 直接 受 AMP 激活 的 蛋白 质 激酶 分 别 在 饥饿 ( 胰 高 血糖 素 分 刻 加 强 ) 和 细胞 
处 于 低能 荷 (高 浓度 的 AMP) 状态 下 刺激 脂肪 酸 的 分 解 ,抑制 脂肪 酸 的 合成 以 满足 细胞 对 ATP 的 需要 。 

脂肪 酸 代谢 除了 通过 对 限 速 酶 进行 “质变 ”调控 以 外 ,还 可 以 通过 “量变 ”的 方式 对 参与 脂 代谢 的 
多 个 酶 基因 的 表达 进行 调控 。 而 "量变 ” 中 的 一 种 重要 方式 是 通过 过 氧化 物 酶 体 增殖 激活 受 体 作 用 
(peroxisome proliferator-activated receptor,PPAR) 进行 的 。 

PPAR 位 于 细胞 核 内 ,是 一 类 受 配 体 结 合 控制 的 转录 因子 。 它 们 最 初 发 现 可 以 与 一 类 人 工 合成 
的 小 分 子 药物 结合 ,这 类 小 分 子 药物 被 称 为 过 氧化 物 酶 体 增殖 物 ,后 来 则 发 现 还 能 与 细胞 内 源 的 配 体 
分 子 结合 ,并 参与 脂 代谢 。 与 PPAR 结合 的 内 源 性 细胞 配 体 有 长 链 多 不 饱和 脂肪 酸 、 氧 化 的 脂肪 酸 和 
花生 四 烯 酸 的 衍生 物 。 在 有 配 体 的 时 候 ,PPAR 可 以 与 视 黄 酸 类 X 受 体 (retinoid X receptor,RXR) 形 
成 异 源 二 聚 体 。 这 种 异 源 二 聚 体 可 结合 到 多 个 参与 脂 代谢 的 基因 启动 子 附 近 的 过 氧化 物 酶 体 增 殖 
应 答 元 件 (peroxisome proliferator response element,PPRE) 上 ,激活 相关 基因 的 转录 。 有 三 种 PPAR, 即 
PPAR-aw PPAR-8 和 PPAR-?7 ,但 参与 脂 代谢 的 主要 是 PPAR-a 和 PPAR-7y。 

PPAR-a 和 PPAR-7 在 脂 质 代谢 中 分 别 具 有 不 同 的 功能 :PPAR-7?y 主要 存在 于 白色 脂肪 组 织 ,与 
其 结合 的 配 体 是 15- 脱氧 -D- 前 列 腺 素 二。 在 生理 状态 下 , 它 主 要 在 进食 后 活化 ,可 激活 参与 脂肪 酸 
贮存 的 酶 或 蛋白 质 ( 如 脂 蛋白 脂肪 酶 .脂肪 细胞 脂肪 酸 结合 蛋白 和 脂 酰 -CoA 合成 酶 ) 的 基因 表达 。 从 
而 促进 脂肪 在 白色 脂肪 组 织 中 聚集 ; 而 PPAR-a 主要 分 布 在 褐色 脂肪 组 织 和 肝 细 胞 内 ,与 其 结合 的 配 
体 是 长 链 多 不 饱和 脂肪 酸 (如 亚麻 酸 )、 氧 化 的 脂肪 酸 和 花生 四 烯 酸 类 衍生 物 。 它 在 饥饿 状态 下 活化 ， 
可 激活 参与 脂肪 酸 运输 以 及 在 过 氧化 物 酶 体 和 线粒体 内 参与 脂肪 酸 氧化 的 酶 的 基因 表达 ,从 而 促进 

旧 肪 酸 的 动员 活化 和 降解 ,有 助 于 降低 血脂 。 现 在 许多 能 够 结合 PPAR 的 外 源 激动 剂 已 成 为 治疗 脂 

代谢 异常 的 有 效 药 物 , 如 曲 格 列 酮 (rezulin) 和 文 迪 雅 (avandia) 是 PPAR-?y 的 激动 剂 ,用 于 治疗 IT 型 
糖尿 病 , 而 吉 非 罗 齐 (gemfibrozil) 是 PPAR-a 的 激动 剂 ,用 于 治疗 高 血脂 。 

此 外 ,胰岛 素 在 肝 细 胞 中 ,可 以 刺激 脂肪 酸 合 酶 基因 的 表达 。 这 表明 在 高 血糖 的 条 件 下 ,机 体内 
的 脂肪 酸 合成 加 强 ,以 便 将 多 余 的 葡萄 糖 转化 为 脂肪 酸 贮 存 起 来 。 胰 岛 素 促进 脂肪 酸 合 酶 的 表达 是 
通过 上 游 刺激 因子 (upstream stimulatory factors ,USFs) 和 胆固醇 应 答 元 件 结合 蛋白 -1(sterol response 
element binding proteins,SREBP-1) 进行 的 ;反之 ,多 不 饱和 脂肪 酸 可 通过 抑制 SREBP 的 产生 来 阻止 脂 
肪 酸 合 酶 基因 的 表达 。 

脂 闻 素 是 由 脂肪 细胞 在 过 量 的 脂肪 贮存 的 情况 下 产生 的 ,其 功能 是 调节 食物 摄取 和 脂肪 代谢 。 
它 能 够 降低 食欲 ,提高 能 量 的 消耗 并 抑制 脂肪 酸 的 合成 ,从 而 达到 减肥 功效 。 在 脂肪 细胞 中 , 脂 瘦 素 
同时 抑制 SREBP-1 和 脂肪 酸 合 酶 基因 的 表达 ,从 而 抑制 脂肪 酸 的 合成 。 


框 29-1 生化 与 健康 一 减肥 的 新 希望 

减肥 似乎 是 现代 人 道 不 完 、 谈 不 尽 的 永久 话题 ! 这 次 与 减肥 有 关 的 话题 是 ACC 这 种 酶 。 

已 在 哺乳 动物 体内 发 现 两 种 形式 的 ACC: 一 种 是 存在 于 肝 细 胞 和 脂肪 细胞 中 的 ACC1 , 另 一 种 是 存 
在 于 心肌 细胞 和 骨骼 肌 细 胞 中 的 ACC2。 这 两 种 形式 的 ACC 由 不 同 的 基因 编码 。 显 然 ,ACC1 在 肝 细 胞 
和 脂肪 细胞 中 所 起 的 作用 主要 是 为 脂肪 酸 合成 提供 活化 的 一 碳 单位 "。 但 是 ,心肌 细胞 和 骨骼 肌 细 胞 一 
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般 不 合成 脂肪 酸 , 那 为 什么 要 表达 ACC2 呢 ? 因为 这 两 种 细胞 不 能 进行 脂肪 酸 的 合成 ,但 可 以 进行 脂肪 
酸 的 氧化 ,而 脂肪 酸 氧化 的 限 速 酶 是 CPT I。 调 节 CPT I 活 性 的 唯一 手段 是 通过 两 二 酸 单 酰 -CoA 对 它 
进行 抑制 。 因 此 ,ACC2 的 功能 最 有 可 能 是 在 需要 抑制 脂肪 酸 氧化 的 时 候 , 为 心肌 细胞 和 骨骼 肌 细 胞 制造 
CPT I 的 抑制 剂 一 一 丙 二 酸 单 酰 -CoA, 例 如 ,机 体 在 处 于 高 糖 和 高 胰岛 素 的 状态 下 。 相 反 , 当 机 体 处 于 
饥 狐 状态 ,或 者 在 做 剧烈 运动 的 时 候 ,ACC2 因 磷 酸化 而 失去 活性 ,脂肪 酸 氧化 变 得 活跃 。 

为 了 进一步 确定 ACC2 的 功能 ,Abu-Elheiga 等 人 在 2001 年 ,使 用 基因 敲 除 技术 得 到 了 4CC2 基因 和 缺 
失 的 小 鼠 。 结 果 发 现 ,它们 与 正常 小 鼠 的 差别 是 : 吃 得 多 ,但 体内 贮存 的 脂肪 量 却 显著 下 降 , 只 有 正常 小 和 鼠 
的 一 半 。 在 缺乏 4CC2 小 鼠 的 心肌 和 骨骼 肌 中 ,脂肪 的 量 分 别 降低 了 10% 和 30%~40% ,而 在 脂肪 组 织 内 ， 

虽 肪 下 降 了 近 一 半 。 正 常 小 鼠 多 油 的 肝 看 起 来 有 点 苍白 ,但 缺乏 4CC2 小 鼠 的 肝 是 鲜红 色 的 ,几乎 没有 脂 

肪 。 正 常 的 小 鼠 体内 ,胰岛 素 能 刺激 AcCC1 和 ACC2 的 激活 酶 的 产生 ,从 而 提高 脂肪 酸 的 合成 和 抑制 脂 
肪 酸 的 氧化 。 然 而 ,缺乏 4CC2 的 小 鼠 体内 ,脂肪 酸 在 有 胰岛 素 的 时 候 照 样 氧化 。 除 了 脂肪 含量 下 降 以 外 ， 
其 余 功 能 一 切 正 常 ,如 正常 繁殖 。 

上 述 发 现 为 人 类 寻找 新 的 减肥 药物 的 作用 划 点 提供 了 新 的 方向 ,若是 能 够 得 到 一 种 AcC2 特异 性 的 
高 效 抑制 剂 , 那 这 种 抑制 剂 极 有 可 能 是 一 种 有 效 的 减肥 药物 。 


推荐 网 址 : 


1. 
2. 


http :Wen.wikipedia.org/wiki/Fatty_acid_metabolism (维基 百科 有 关 脂 肪 酸 代谢 的 内 容 ) 

http :Withemedicalbiochemistrypage.org/lipid-synthesis.html (完全 免费 的 医学 生物 化 学 课程 网 站 ,有 关 
脂肪 酸 代 谢 的 内 容 ) 

.http:Wweb.virginia.edu/Heidi/ehapter24/chp24framesethtm (美国 弗吉尼亚 大 学 生物 化 学 网 络 课 程 ,有 
关 糖 原 代谢 的 内 容 ) 


-http :上 /www.wiley.com/college/boyer0470003790/animations/fatty_acid_metabolismy/fatty_acid_metabolism. 


htm( 内 有 脂肪 酸 代谢 的 动画 ) 
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人 ”第 三 十 章 ”胆固醇 代谢 


胆固醇 既是 动物 细胞 膜 的 组 分 ,又 是 多 种 生物 活性 物质 的 前 体 , 它 在 生物 体内 的 代谢 转变 以 及 转 
运 一 直 是 生化 学 家 关注 的 焦点 之 一 , 且 它 与 人 体 健 康之 间 的 关系 长 期 以 来 也 颇 受 争议 。 
本 章 将 重点 介绍 胆固醇 的 生物 合成 ,胆固醇 在 机 体内 的 转运 ` 胆 固 醇 的 代谢 转变 以 及 相关 的 调节 机 制 。 


第 一 节 ”胆固醇 的 合成 


哺乳 动物 所 有 的 细胞 几乎 都 能 合成 胆固醇, 其 中 合成 最 活 牙 的 细胞 是 肝 细胞 ( 占 809% ), 其 次 是 小 从 代谢 的 角度 ,有 
肠 上 皮 细胞 ( 圳 10% ) 和 表皮 细胞 ( 占 5% )。 在 细胞 内 ,合成 胆 固 醉 的 场所 是 细胞 质 , 其 中 一 部 分 反应 。 头目 生 区 人 二 区 和 
在 细胞 质 基质 进行 , 另 一 部 分 则 在 内 质 网 膜 上 进行 。 说 明 。 
同位 素 示 踪 实 验 表明 ,胆固醇 是 由 乙酸 转变 而 成 ,但 实际 上 合成 胆固醇 的 直接 前 体 是 乙酰 -CoA。 
整个 胆固醇 的 生物 合成 反应 可 分 为 4 个 阶段 : 
1. 3 个 乙酰 -CoA 一 甲 产 戊 酸 
此 阶段 包括 三 步 反应 (图 30-1), 其 中 前 两 步 与 酮 体 合成 反应 的 前 两 步 相同 ( 参 看 第 二 十 九 章 “ 脂 如 果 将 乙酸 分 子 中 
肪 酸 代谢 ” ), 只 是 反应 的 场所 不 一 样 。 最 后 一 步 反应 是 不 可 逆 的 ,发 生 在 细胞 质 基质 ,由 HMCG-CoA 还 es = 
原 酶 (HMG-CoA reductase) 催 化 ,NADPH 为 电子 供 体 , 主要 产物 为 甲 凑 成 酸 (mevalonate)。 多 少 个 C 被 标记 ? 
真 核 细胞 的 HMC-CoA 还 原 酶 是 一 种 膜 内 在 蛋白 ,定位 在 内 质 网 膜 上 ,其 跨 膜 结构 域 横 跨 内 质 网 


膜 共 达 8 次 之 多 ,活性 中 心 位 于 面向 细胞 质 基质 的 C 端 结构 域 。 某 些 细菌 也 含有 HMC-CoA 还 原 酶 ， 
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一 种 柠檬 酸 的 类 似 
物 可 抑制 柠檬 酸 裂 合 酶 的 活 
性 , 你 认为 这 种 物质 在 人 体 
内 能 降低 胆固醇 吗 ? 
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这 些 细菌 虽 不 能 合成 胆固醇 ,但 可 以 合成 甲状 成 酸 来 作为 十 一 葵 烯 醇 (undecaprenol)、 维 生 素 K, 和 泛 
醒 等 帖 类 物质 的 前 体 。 

HMG-CoA 还 原 酶 是 胆固醇 合成 的 限 速 酶 ,因此 它 成 为 许多 降 胆 固 醇 药物 作用 的 理想 靶 标 。 例 如 ， 
斯 达 汀 (statin) 就 是 一 种 能 够 有 效 降低 血 胆 固 醇 的 药物 ,其 本 质 是 HMG-CoA 的 类 似 物 ,在 体内 作为 
HMG-CoA 还 原 酶 的 竞争 性 抑制 剂 起 作用 。 

2. 甲 产 成 酸 一 活化 的 异 戊 二 烯 

此 阶段 包括 4 步 反 应 (图 30-2), 前 两 步 分 别 由 甲 产 戊 酸 激酶 (mevalonate kinase) 和 磷酸 甲 产 成 
酸 激酶 (phosphomevalonate kinase) 催化 ,各 消耗 1 分 子 ATP, 甲 产 戊 酸 经 磷酸 甲 产 友 酸 转变 为 5- 焦 
磷酸 甲 产 成 酸 (5-pyrophosphomevalonate)。 第 三 步 是 依赖 于 ATP 的 脱羧 反应 ,由 焦 磷 酸 甲 凑 戊 酸 脱 羚 
酶 (pyrophosphomevalonate decarboxylase) 催化 。 当 焦 磷酸 甲 产 戊 酸 失去 羧基 以 后 ,活化 的 异 成 二 烯 单 
位 一 一 异 戊 二 烯 焦 磷 酸 (isopentenyl pyrophosphate) 随 之 产生 。 然 后 异 戊 二 烯 焦 磷 酸 在 一 种 异 构 酶 的 
催化 下 ,转变 成 它 的 异 构 体 一 一 二 甲 烯 两 基 焦 磷酸 (dimethylallyl pyrophosphate)。 

和 罗 且 现 二 必 下 和 的 生生 9 RE 








理解 一 系列 重要 莫 类 物质 生物 合成 打开 了 一 扇 窗 二 证 
口 。 许 多 重要 的 生物 活性 物质 ,如 胡萝卜 素 .CoQ、 0 
质 体 醒 、 天 然 橡胶 .多 梧 醇 两 种 植物 激素 (脱落 本 Re 
和 赤 霉 酸 ). 叶 绿 醇 .四 种 脂 溶性 维生素 以 及 十 菌 ATP 
醚 了 脂 的 琉 水 尾巴 都 是 由 它 衍生 而 来 的 。 Er 
3. 6 个 活化 的 异 成 二 烯 单位 -* 30 碳 的 碳 氢 AD 
人 we CH, 一 8 一 CH 盖 妆 思 
此 阶段 主要 包括 三 步 反 应 (图 30-3): 第 一 步 是 1 图 
在 二 甲 燃 丙 基 转 移 酶 (dimethylalyl uansfemase) 的 俊 2 
化 下 ,一 个 二 甲 燃 两 基 与 一 个 异 成 二 焕 焦 磷酸 头 尾 ATP 
缩合 成 黎 牛 儿 焦 磷 酸 (geranyl pyrophosphate); 第 二 发 上 泊 入 
步 是 在 屁 牛 儿 转 移 酶 (geranyl ransferase) 的 催化 下 ， 人 
物 牛 儿 焦 磷 酸 与 另 一 个 异 戊 二 烯 焦 磷酸 头 尾 缩合 ， 人 
形成 法 尼 焦 磷酸 (famesyl pymophosphate); 最 后 一 步 Te 
是 在 法 尼 醋 转移 酶 (famesyl tansferase) 或 获 烯 合 本 人 
(squalene synthase) 的 催化 下 ,两 个 法 尼 焦 磷 酸 头头 0 5_- 焦 磷酸 甲 产 
缩合 ,并 被 NADPH 还 原 为 溜 炳 (squalene)。 民 民 各 要 汪 
法 尼 焦 磷酸 不 仅 是 胆固醇 合成 的 中 间 物 ,还 是 pi+ADP coi 
生物 体内 其 他 一 些 异 成 二 烯 类 化 合 物 (isoprenoid) CH O O 
合成 的 前 体 ,如 多 棚 醇 和 CoQ。 此 外 ,法 尼 焦 础 酸 Huc=(_ca ch _o_REoslsa 
还 可 以 作为 法 尼 基 的 供 体 ,参与 某 些 蛋白 质 的 翻译 ee 人 才 
后 加 工 ,使 这 些 蛋白 质 带 上 高 度 琉 水 的 异 成 二 烯 音 
位 ,以 便于 锚 定 在 细胞 膜 上 ,如 Ras 蛋白 (参看 第 全 志 黎 要 
四 十 章 “蛋白 质 的 翻译 后 加 工 及 其 定向 和 分 拣 ") 网 
4. 获 烯 胆固醇 co 
获 烯 合成 好 以 后 ,由 于 其 不 溶 于 水 ,因此 需 1 力 固 
要 细胞 质 基质 中 的 固 醇 载体 蛋白 (sterol earrier EC ae 
protein,SCP) 将 其 转运 到 内 质 网 ,在 内 质 网 膜 上 作 E 
为 最 后 一 个 阶段 反应 的 起 始 底 物 。 侠 30-2 用 卫队 合成 的 第 一 个 阴 自 的 R 度 。 。 “ 
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这 一 个 阶段 的 反应 最 为 复杂 ,一 共有 22 步 ,比较 重要 的 反应 有 3 步 ( 图 30-4): 〇 在 获 烯 单 加 氧 酶 
(squalene monooxygenase) 的 催化 下 , 获 烯 被 氧化 成 2,3- 环 氧 获 烽 (squalene-2,3-epoxide);@) 在 2,3- 
环 氧 瘤 烯 羊毛 固 醇 环 化 酶 的 催化 下 , 环 氧 获 烯 被 环 化 成 羊毛 固 醇 (lanosterol)。 环 化 反应 由 一 个 质子 启 
动 ,涉及 一 系列 电子 的 转移 。 羊 毛 固 醇 形成 以 后 ,将 连续 发 生 19 步 反 应 (其 中 很 多 反应 的 机 制 还 不 清 
楚 ), 直 至 形成 7- 脱毛 胆固醇 (7-dehydrocholestrol);GB)7- 脱氧 胆固醇 被 NADPH 还 原 成 胆固醇 。 


框 30-1 生化 医药 一 一 降 胆 固 醇 药 物 的 新 靶 点 
2011 年 3 月 Cell Metabolism 杂志 上 一 份 由 新 南 威尔士 大 学 的 Andrew Brown 所 做 的 研究 报告 表明 , 参 
与 胆固醇 合成 的 人 鳌 烯 单 加 氧 酶 (squalene mono-oxygenase,SM) 是 胆固醇 合成 的 又 一 步 重 要 的 调控 位 点 。 
细胞 内 胆固醇 的 合成 涉及 20 多 种 酶 ,人 们 熟悉 的 限 速 酶 是 HMG-CoA 还 原 酶 ,这 种 酶 是 目前 所 使 用 
的 绝 大 多 数 降 胆固醇 药物 的 作用 靶 点 ,如 斯 达 洒 。HMG=-CoA 还 原 梅 催化 的 是 胆固醇 合成 的 第 三 步 反 应 ， 
由 它 合 成 产生 的 甲 产 成 酸 不 仅 参与 胆固醇 的 合成 ,还 参与 体内 其 他 一 些 重 要 生物 分 子 的 合成 ,如 多 正 醇 和 
CoQ。 因 此 ,早早 的 将 其 抑制 影响 的 并 不 单单 是 胆固醇 的 合成 ,这 就 是 斯 达 汀 这 一 类 药物 产生 副作用 (如 
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7- 区 
C 十 生机 


胆固醇 


HO 
30-4， 胆固醇 合成 的 第 四 个 阶段 的 反应 
肌肉 痛 ) 的 原因 。 

与 HMG-CoA 还 原 酶 不 同 的 是 ,SM 是 胆固醇 合成 中 所 特有 的 酶 ,抑制 它 的 活性 也 应 该 能 够 降低 胆 
固 醇 的 水 平 , 并 且 不 会 影响 到 体内 其 他 物质 的 合成 ,因此 不 会 带 来 不 必要 的 副作用 。 

通常 体内 的 胆固醇 水 平 会 受到 严格 的 调控 。 但 是 ,不 健康 的 饮食 习惯 ,以 及 某 些 遗传 倾向 可 导致 胆 因 
醇 产 生 的 速率 超过 机 体能 够 代谢 它 的 速率 ,从 而 出 现 高 盟 固 醇 血 脂 症 ,并 引起 动脉 粥 样 硬化 和 心血 管 疾病 
的 发 生 。 

现在 有 一 种 很 有 效 的 抗 真菌 药物 叫 托 蒜 酯 (tolnaftate), 广 泛 用 于 浅 表 皮肤 真菌 感染 和 花 斑 癣 的 治疗 ， 
其 作用 的 靶 点 就 是 真菌 细胞 内 的 SM。 这 让 人 相信 ,在 不 久 的 未 来 ,市 场 上 一 定 会 有 以 人 SM 为 靶 点 的 降 
胆固醇 药物 ,并 且 这 样 的 药物 上 衣 定 不 会 存在 斯 达 汀 带 来 的 副作用 。 


第 二 节 胆固醇 的 转运 


已 知 胆固醇 合成 和 代谢 的 主要 场所 为 肝 细 胞 。 其 他 细胞 虽然 也 能 合成 胆固醇 ,但 合成 的 量 通常 
并 不 能 满足 自身 需要 ,这 时 就 需要 从 肝 细 胞 中 获取 。 此 外 ,食物 中 的 胆固醇 被 小 肠 上 皮 细 胞 吸收 以 后 


需要 转运 到 肝 细 胞 ,而 肝 外 细胞 多 余 的 胆固醇 也 需要 转移 到 肝 细胞 进行 代谢 ,因此 ,人 体内 存在 3 条 
转运 胆固醇 的 路 线 (图 30-5), 它 们 分 别 负责 将 从 食物 中 获取 的 胆固醇 转运 到 肝 细胞 ,将 肝 细 胞 中 的 胆 
固 醇 转运 到 肝 外 细胞 和 将 肝 外 细胞 多 余 的 胆固醇 运 回 肝 细胞 。 最 后 一 条 路 线 也 被 称 为 胆固醇 的 逆向 
转运 (reverse cholesterol transport)。 然 而 ,胆固醇 与 其 他 脂 质 一 样 , 其 溶解 性 质 不 允许 它 直接 在 水 溶性 
环境 中 进行 转运 ,只 能 与 脱 辅 基 脂 蛋白 (apolipoprotein) 组 装 成 脂 蛋 白 以 后 才能 在 血浆 中 进行 转运 。 






食物 中 的 脂 质 





甘油 脂肪 酸 的 B- 氧 化 
二 直下 
清 蛋 白 介 
回 到 肝 细 胞 脂肪 的 重新 合成 最 
进行 精 异 生 (脂肪 组 织 于 国 肥 业 


30-5 ”人 体内 胆固醇 的 转运 


按照 密度 从 低 到 高 的 顺序 ,血浆 中 的 脂 蛋 白 可 分 为 
乳 魔 微 粒 (chylomicron,CM)、 极 低 密 度 脂 蛋 白 (very low 
density lipoprotein,VLDIL)、 中 间 密 度 脂 蛋白 (immediate 
density lipoprotein ,IDL)、 低 密度 脂 蛋 和 白 (low density 
lipoprotein,LDL) 和 高 密度 脂 蛋 白 (high density lipoprotein， 
HDL), 其 中 CM 来 源 于 小 肠 上 皮 细 胞 ,HDL 来 源 于 肝 细 
胞 和 小 肠 上 皮 细 胞 ,VLDL 来 源 于 肝 细 胞 ,其 他 两 种 衍生 
于 VLDL。 这 五 种 脂 蛋 白 除 了 在 密度 上 有 差别 以 外 ,在 
组 成 成 分 .颗粒 直径 和 功能 上 也 有 差别 。 

以 LDL 为 例 ( 图 30-6), 一 个 典型 的 脂 蛋 和 白 的 表面 
有 一 单 层 的 磷脂 , 脱 辅 基 脂 蛋 白 和 少量 的 游离 胆固醇 
分 子 镶 诸 在 其 中 ,其 内 部 是 由 脂肪 .胆固醇 酯 通过 玻 水 


ApoB-100 


胆固醇 栈 键 和 范 德 华 力 组 成 的 疏水 核心 。 
汪 | 和 疆 j 
国 30-6 LDL 的 结构 模型 (Nelson 等 ,2008) 脱 辅 基 脂 蛋白 就 是 载 脂 蛋白 ,其 生理 功能 包括 四 


个 方面 :中 与 脂 质 组装 为 脂 蛋白 ,帮助 脂 质 的 转运 ;@ 作 为 配 体 , 识 别 和 结合 特定 细胞 膜 上 的 受 体 , 参 
与 受 体 介 导 的 脂 蛋 白 的 内 吞 作 用 (receptor-mediated endocytosis)。 例如 ,Apo B-100 为 LDL 受 体 的 配 体 ; 
@ 激 活 或 抑制 参与 脂 代谢 的 某 种 酶 的 活性 。 例 如 ,CM 表面 的 Apo C-I 可 激活 血管 壁 上 的 脂 蛋 白 脂肪 
酶 的 活性 (lipoprotein lipase,LPL), 而 HDL 表面 的 Apo A-I 是 血清 内 卵 磷 脂 , 它 是 胆固醇 脂 酰 基 转 移 酶 
(lecithin-cholesterol acyl transferase,LCAT) 的 激活 剂 ; 全 诱导 脂 蛋 和 白 残 体 的 清除 。 例 如 ,Apo 下 可 诱导 血 
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液 中 VLDL 和 CM 残 体 的 清除 。 

已 在 多 数 载 脂 蛋 白 上 发 现 两 亲 螺 旋 (参看 第 二 章 “蛋白质 的 结构 ”), 载 脂 蛋 白 借 助 这 种 螺旋 的 政 
水 一 面 与 脂 质 玻 水 的 尾巴 结合 ,而 亲 水 的 一 面 则 暴露 在 水 相 之 中 。 现 就 5 种 脂 蛋 白 的 结构 与 功能 作 
进一步 的 说 明 。 

1.CM 

CM 在 5 种 脂 蛋 白 中 体积 最 大 ,密度 最 轻 。 食 物 中 的 脂 被 消化 吸收 以 后 ,在 小 肠 上 皮 细 胞 内 的 内 
质 网 和 高 尔 基体 上 又 重新 合成 ,并 与 载 脂 蛋 白 一 起 组 装 成 CM。CM 分 沁 后 ,先进 入 淋巴 系统 ,然后 通 
过 胸 导 管 进入 血液 。 

CM 的 主要 成 分 是 脂肪 (95% ), 还 含有 少量 胆固醇 和 胆固醇 酯 (5% )。 新 生 的 CM 含有 载 脂 蛋 白 
Apo B-48 ,进入 循环 系统 以 后 还 可 以 从 HDL 获得 其 他 载 脂 蛋白 ,如 Apo C-I 和 Apo 下 。 

CM 一 旦 获得 Apo C-I, 其 上 的 脂肪 就 会 因 Apo C-I 激 活 毛 细 血 管 壁 上 的 脂 蛋 白 脂 肪 酶 而 被 水 解 。 
脂肪 水 解释 放出 来 的 FFA 和 单 酰 甘 油 被 体 细 胞 吸收 。 随 着 脂肪 的 水 解 ,CM 的 体积 不 断 减 小 ,而 内 部 

提 质 核心 中 的 胆固醇 酯 的 相对 比例 却 逐 渐 增 大 ,最 终 晓 变 成 残 体 。 残 体 经 受 体 介 导 的 内 吞 作 用 被 肝 
细胞 吸收 。CM 获得 的 Apo 下 作为 配 体 起 作用 。 当 CM 残 体 被 肝 细 胞 吸收 以 后 ,原来 的 胆固醇 便 进入 
了 肝 细 胞 。 因 此 ,CM 的 主要 功能 是 将 食物 中 被 小 肠 吸 收 的 脂肪 ,转运 到 脂肪 组 织 和 其 他 体 细胞 作为 
燃料 ,同时 将 食物 中 的 胆固醇 转移 到 肝 细 胞 。 

2. VLDL 

VLDL 由 肝 细 胞 装配 和 分 泌 ,在 其 装配 过 程 中 ,内 质 网 腔 中 的 微粒 体 三 酰 甘油 转移 蛋白 (microsomal 
triglyceride transfer protein,MTP) 起 着 十 分 重要 的 作用 。MTP 是 一 种 由 两 个 大 小 不 同 的 亚 基 组 成 的 异 
源 二 聚 体 蛋白 。 其 大 亚 基 能 够 促进 脂 质 转 移 到 正在 糙 面 内 质 网 上 合成 的 Apo B-100 的 附近 ,而 小 亚 
基 具 有 蛋白质 二 硫化 物 异 构 酶 的 活性 。 

VLDL 分 泌 后 直接 进入 血液 ,其 核心 含有 高 比例 的 脂肪 (55% ), 也 含有 一 定 比例 的 胆固醇 和 胆 固 
醇 酯 (25%)。 新 生 的 VLDL 含有 载 脂 蛋白 Apo B-100, 进 入 循环 后 也 可 以 从 HDL 得 到 其 他 载 脂 蛋白 ， 
如 Apo C-I 和 ApoE。 

和 CM 一 样 ,在 循环 中 ,位 于 VLDL 表面 的 Apo C-I 激 活 毛细 血管 壁 上 的 脂 蛋白 脂肪 酶 ,从 而 导 
臻 其 脂肪 水 解 。 随 着 脂肪 的 丢失 ,VLDL 的 体积 逐渐 减 小 ,而 密度 增 大 , 它 经 IDL 转变 为 LDL。 因 此 ， 
VLDL 的 功能 是 将 内 源 的 脂肪 从 肝 细 胞 转运 到 肝 外 组 织 作为 燃料 ,而 其 中 的 胆固醇 和 胆固醇 酯 的 去 向 
则 由 LDL 决定 。 

3. IDL 

IDL 由 VLDL 转变 而 来 ,其 脂肪 的 比例 降低 到 20% ,而 胆固醇 的 比例 则 上 升 到 40 和 %。 血 液 中 的 
IDL 约 有 一 半 被 肝 细胞 吸收 , 另 一 半 则 在 失去 更 多 的 脂肪 后 转变 成 LDL。 

4. LDL 

LDL 由 IDL 转变 而 来 ,其 中 的 脂肪 比例 已 降 到 5% ,胆固醇 的 比例 则 升 至 50%。 此 外 ,LDL 将 绝 大 
多 数 Apo C-T 和 Apo 刁 返还 给 了 HDL, 因 此 它 主要 的 载 脂 蛋白 为 Apo B-100。 

由 于 绝 大 多 数 细胞 的 质 膜 (包括 肝 细胞 ) 含 有 LDL 的 受 体 , 因 此 LDL 可 以 通过 受 体 介 导 的 内 知 作 
用 被 肝 外 细胞 吸收 ,还 有 少数 LDL 可 以 被 肝 细 胞 吸收 。 

LDL 受 体 的 突变 会 导致 LDL 无 法 被 细胞 吸收 利用 ,导致 血浆 中 的 LDL 水 平 严重 超标 ,从 而 加 速 或 
诱发 动脉 粥 样 硬 化 。 由 此 可 见 ,LDL 的 主要 功能 是 将 肝 细 胞 中 的 胆固醇 转运 给 肝 外 细胞 ,以 满足 肝 外 细 
胞 对 胆固醇 的 需求 。 有 一 种 家 族 性 高 胆固醇 血脂 症 (familial hypercholesterolemia) 就 是 因为 LDL 受 体 发 生 了 
突变 ,使 其 不 能 固定 在 膜 上 ,而 是 直接 释放 到 血液 之 中 ,由 于 患者 体内 的 LDL 无 法 被 细胞 吸收 ,血浆 胆固醇 
水 平 会 越 来 越 高 ,出 生 后 不 久 就 会 很 高 。 随 年 龄 的 增长 ,患者 身体 许多 部 位 都 会 出 现 皮肤 黄 色 瘤 和 肌 位 黄 
色 瘤 ,大 多 数 患 者 在 40 岁 以 前 就 有 严重 而 广泛 的 动脉 粥 样 硬化 ,严重 者 3 岁 时 就 死 于 心肌 梗死 。 


LDL 中 的 胆固醇 通常 称 为 " 坏 胆 固 醇 ”(bad cholesterol), 就 是 因为 它 与 动脉 粥 样 硬化 
(atherosclerosis) 的 发 生 有 关 。LDL 与 动脉 粥 样 硬化 的 关系 如 下 : 当 血 管内 皮 因 高 血压 或 吸烟 等 因素 受 
损 以 后 ,LDL 透 过 血管 壁 而 沉积 在 其 中 , 随 着 时 间 的 推移 ,LDL 被 氧化 。 氧 化 的 LDL 引 来 巨 吻 细 胞 ,并 
被 “吞并 ”。 巨 鸣 细 胞 因 吞 噬 LDL 而 充满 脂 类 , 形 如 泡沫 ,死亡 后 在 血管 壁 释 放出 大 量 的 脂 。 随 后 在 细 
胞 因子 和 生长 因子 的 作用 下 ,平滑 肌 细胞 覆盖 在 脂 质 上 形成 胶原 状 的 帽子 。 帽 状 结构 会 变 得 越 来 越 
大 ,而 变 大 的 帽 状 结构 又 吸引 新 的 巨 喉 细 胞 前 来 对 其 降解 。 帽 状 结构 因此 破裂 并 暴露 出 其 内 部 的 胶 
原 和 脂 质 ,最 终 导致 血小板 在 此 处 的 聚集 和 凝血 ,血管 有 随时 堵塞 破裂 的 危险 。 如 果 这 种 情况 发 生 在 
冠状 动脉 ,就 极 可 能 导致 心肌 梗死 ;如 果 发 生 在 脑 部 ,就 可 能 导致 中 风 。 抗 氧化 剂 ,如 维生素 下 和 C 能 
够 抑制 LDL 的 氧化 ,因此 具有 预防 心肌 梗死 和 中 风 的 功效 。 

5. HDL 

HDL 由 肝 细 胞 和 小 肠 上 皮 细 胞 装配 和 分 泌 , 其 脂肪 和 胆固醇 的 含量 分 别 为 5% 和 20%。HDL 语 
含 各 种 载 脂 蛋 白 , 它 既 可 以 为 其 他 脂 蛋 白 提 供 载 脂 蛋白 ,也 可 以 从 其 他 脂 蛋 白 那里 接受 载 脂 蛋 白 。 

HDL 的 重要 功能 是 参与 胆固醇 的 逆向 转运 。 这 种 转运 首先 需要 将 胆固醇 从 外 周 细胞 定向 转移 到 
HDL 颗粒 上 ,此 过 程 与 ABC1 转运 体 和 LACT 有 关 。ABC1 转运 体位 于 细胞 膜 上 , 它 通 过 水 解 ATP 驱动 
胆固醇 从 膜 的 内 层 转 移 到 外 层 。 一 旦 胆固醇 到 达 膜 的 外 层 ,就 可 以 通过 自由 扩散 进入 HDL。 显 然 ,如 
果 进 入 HDL 的 胆固醇 不 作 任 何 改变 ,HDL 上 的 胆固醇 也 就 可 能 反 过 来 进入 外 周 细胞 膜 ,不 过 这 种 情形 
很 难 发 生 ,原因 是 HDL 中 的 Apo A- 工 能 够 激活 血液 中 LCAT 的 活性 。LCAT 被 激活 后 ,催化 颗粒 表面 的 
卵 磷 脂 2 号 位 的 脂 酰 基 使 胆固醇 酯 化 。 而 HDL 上 游离 的 胆固醇 一 旦 被 酯 化 ,就 会 因 失去 两 性 性 质 进入 
HDL 的 玻 水 核心 ,这 就 在 外 周 细胞 膜 和 HDL 表面 之 间 ,形成 一 种 有 利于 胆固醇 向 HDL 转移 的 浓度 梯度 ， 
促使 膜 上 多 余 的 胆固醇 转移 到 HDL。 此 外 ,HDL 还 可 以 从 死亡 的 细胞 或 其 他 脂 蛋白 得 到 胆固醇 。 

HDL 在 得 到 胆固醇 以 后 , 既 可 以 通过 脂 交 换 将 一 部 分 胆固醇 转移 给 正在 循环 的 VLDL, 又 可 以 
通过 受 体 介 导 的 内 吞 作 用 被 肝 细 胞 吸收 。HDL 与 VLDL 之 间 发 生 的 脂 交换 由 胆固醇 酯 转移 蛋白 
(cholesterol ester transfer protein,CETP) 催化 。CETP 催化 HDL 内 的 胆固醇 酯 (CE) 与 VLDL 内 的 脂肪 
进行 交换 。 进 入 肝 细胞 的 胆固醇 可 被 降解 成 胆汁 酸 后 排出 体外 ,也 可 以 重新 装配 到 VLDL 之 中 ,进入 
循环 ,在 肝 外 组 织 重新 分 配 。 因 此 ,HDL 被 视 为 血液 中 的 清道 夫 , 它 上 面 的 胆固醇 被 称 为 “好 胆固醇 ” 
(good cholesterol)。 临 床 实验 证 明 ,一 个 人 血液 内 HDL 的 量 越 高 ,其 动脉 粥 样 硬化 的 发 生 率 就 越 低 。 

HDL 上 胆固醇 的 清除 还 可 以 由 清道 夫 受 体 -B1 (scavenger receptor B1,SR-B1) 介 导 。SR-B1 存在 
于 许多 类 型 的 细胞 的 质 膜 上 ,但 它 并 不 能 诱发 受 体 介 导 的 内 吞 作 用 。 一 旦 与 SR-B1 结合 ,HDL 内 的 胆 
固 醇和 胆固醇 酯 就 被 转移 到 细胞 。 当 丧失 了 胆固醇 和 胆固醇 酯 以 后 ,HDL 与 SR-B1 解 离 ,重新 进入 循 
环 。 在 某 些 以 胆固醇 作为 生物 合成 前 体 的 细胞 上 ,SR-B1 数目 可 以 发 生 上 调 ,以 满足 这 些 细 胞 对 胆 固 
醇 的 大 量 需要 。 

现在 有 人 发 现 了 一 种 治疗 高 胆固醇 血脂 症 的 新 方法 ,就 是 合成 一 种 人 工 的 HDL, 并 将 其 导入 到 体 
内 ,从 而 为 机 体 提供 更 多 的 “好 胆固醇 "。 人 工 合成 的 HDL 在 大 小 上 与 天 然 HDL 差不多 ,表面 模拟 了 
天 然 HDL 表面 的 组 成 和 性 质 , 其 核心 是 金 纳米 颗粒 , 包 被 两 层 脂 , 且 其 表面 插 有 天 然 HDL 特有 的 一 种 
主要 载 脂 和 蛋白 一 一 ApoA1l。 


第 三 节 ” 胆 固 醉 的 代谢 转变 与 调节 


一 、 胆 固 醇 的 代谢 转变 
机 体内 的 胆固醇 代谢 是 非常 活跃 的 , 它 既 可 以 转变 成 胆固醇 酯 以 便于 转运 和 贮存 ,又 可 以 作为 多 
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种 物质 的 前 体 ,参与 这 些 物质 的 生物 合成 。 

1. 胆固醇 的 酯 化 

催化 胆固醇 酯 化 反应 的 酶 有 胆固醇 脂 酰 基 转 移 酶 (acyl-CoA:cholesterol acyl transferase,ACAT) 和 
LCAT 两 种 ,前 者 位 于 胞 内 ,后 者 在 胞 外 ,存在 于 血液 之 中 ,需要 Apo A-I 的 激活 。 这 两 种 酶 催化 的 反应 
式 如 下 : 


ACAT 


脂 酰 -CoA+ 胆固醇 -ACAT” 胆固醇 酯 + 脂肪 酸 
卵 杰 脂 + 胆 国 醇 二 科 ~ 胆固醇 酯 + 溶血 卵 磷脂 
2 胆固醇 一 胆汁 酸 
胆 计 酸 作为 天 然 的 去 污 剂 ,在 脂肪 和 其 他 脂 类 的 消化 和 吸收 中 发 挥 着 重要 作用 (参看 第 二 十 一 
章 生物 大 分 子 的 消化 和 吸收 ), 其 合成 的 前 体 是 胆固醇 ,合成 和 贮存 的 场所 分 别 是 肝 细 胞 和 胆囊 。 胆 
固 醇 在 从 体内 排出 之 前 必须 进入 肝 组 织 , 并 转化 为 胆汁 酸 或 以 中 性 固 醇 的 形式 随 胆汁 分 泌 到 消化 
道 ,在 消化 道 约 有 5 名 排出 体外 ,95 包 被 重 吸 收 经 门 脉 回 到 肝脏 ,因此 胆 守 酸 可 视 为 体内 清除 胆固醇 
的 唯一 通道 。 
胆汁 酸 有 初级 胆汁 酸 和 次 级 胆汁 酸 之 分 。 前 者 在 肝 细 胞 内 形成 ,包括 胆 酸 (cholie acid). 忽 脱 氧 胆 
酸 以 及 它们 与 甘氨酸 或 牛 磺 酸 (taurine) 形成 的 结合 物 ; 后 者 是 在 初级 胆汁 酸 被 分 泌 到 肠 道 以 后 ,经 肠 
道 细 菌 进 一 步 作 用 转化 而 来 ,包括 7- 脱氧 胆 酸 和 石 胆 酸 (lithocholic acid)。 
3. 7- 脱氧 胆固醇 维生素 D 
皮下 组 织 中 的 7- 脱 氢 胆固醇 在 中 波 紫外 光 (UVB) 作用 下 ,发 生 光 解 ,形成 维生素 D,。 但 若 不 在 
皮肤 细胞 ,7- 脱 所 胆固醇 就 可 能 转变 为 光 固 醇 (lumisterol) 和 速 固 醇 (tachysteroD)。 
胆 国 醇 在 体内 除了 可 以 发 生 酯 化 .转变 成 胆汁 酸 和 维生素 D 以 外 ,还 可 以 作为 合成 固 醇 类 激素 的 前 体 。 


二 、 胆 固 醇 代 谢 的 调节 

胆固醇 合成 的 限 速 酶 是 HMG-CoA 还 原 酶 ,该 酶 为 胆固醇 代谢 调控 的 主要 位 点 。 调 节 的 方式 包 
括 “ 和 蛋白 质 的 可 逆 磷 酸化 ” 酶 的 降解 和 酶 基因 的 表达 调控 这 三 种 方式 , 现 分别 加 以 讨论 。 

1. HMG-CoA 还 原 酶 的 可 逆 磷 酸化 

ia 

| ES Pi 

原 酶 具有 磷酸 化 和 去 磷酸 化 两 种 
激酶 人 杰 蛋 白 磷 
形式 ,其 中 去 磷酸 化 形式 才 具 有 活 AMEK 酸 酶 -2C 
性 。 调 节 磷 酸化 和 去 磷酸 化 反应 ADP AM 所 激酶 
激 酶 (AMP-activated Protein kinase， 








人 


AMPK) 和 HMC-CoA 还 原 酶 磷酸 酶 。 HMG-CoA 还 原 酶 HMG-CoA 还 原 酶 
AMPK 作为 机 体 代谢 的 一 种 oa 0@ 

总 开关 ,广泛 存在 于 各 种 真 核 生 本 是 汐 (死活 锯 ) 

物 中 ,在 细胞 内 能 实时 探测 和 *“ 解 

读 " 细胞 的 能 量 状态 ,其 激活 后 oAMP 。 ”HBHMG-CoA 远 原生 酸 酶 一 


产生 的 净 效 应 是 抑制 合成 代谢 ， | 全 二 
同时 刺激 分 解 代谢 。 哺 乳 动物 的 @; Ap 2 
AMPK 由 c、B 和 y 亚 基 组 成 ,其 pkA_ 1 pgAs 
中 a 亚 基 为 催化 亚 基 。?y 亚 基 有 


两 个 AMP 结合 位 点 ,其 功能 是 灵 本 
敏 探 测 细 胞 内 AMP 和 ATP 的 比 全 30-7 HMG-CoA 还 原 酶 的 活性 调节 





ATP 了 PPI-1 一 OH 








率 。AMP 的 结合 具有 正 协同 效应 , 即 第 一 个 AMP 的 结合 使 得 第 二 个 AMP 的 结合 变 得 容易 。 如 果 细 
胞 的 能 量 状态 低 , 即 AMP 水 平 高 , 那 AMP 就 与 y 亚 基 上 的 结合 位 点 结合 。 一 旦 结合 了 两 个 AMP,y 
亚 基 的 构象 就 会 发 生变 化 ,从 而 使 w 亚 基 上 的 催化 结构 域 得 以 暴露 。 暴 露出 来 的 催化 结构 域 受 上 游 
AMPK 激酶 的 催化 ,其 Thrl172 发 生 磷 酸化 修饰 而 使 AMPK 激活 ;如 果 细 胞 的 能 量 状态 高 , 即 AMP 水 平 
低 ,这 时 y 亚 基 就 无 AMP 结合 ,这 使 得 磷酸 化 的 Thrl172 成 为 磷 蛋 白 磷酸 酶 -2C 底 物 。Thr172 处 于 去 
磷酸 化 状态 ,AMPK 的 活性 因此 被 抑制 。 

HMG-CoA 还 原 酶 磷酸 酶 的 活性 则 由 磷 蛋 白 磷酸 酶 抑制 剂 -1(PPI-1) (参看 第 二 十 七 章 " 糖 原 代 
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， ， 汪 必 水。 【GTES 天 人 休 内 有 哪些 限 速 
谢 ”) 调节 。PPI-1 在 PKA 的 催化 下 被 磷酸 化 以 后 ,不 仅 能 抑制 HMGC-CoA 还 原 酶 磷酸 酶 的 活性 ,还 酶 的 磷酸 化 形式 没有 活性 ? 它 


可 以 抑制 磷 蛋 白 磷酸 酶 -2C 的 活性 ,这 两 种 磷酸 酶 的 同时 抑制 可 以 使 HMC-CoA 还 原 酶 持续 处 于 无 “，” 们 各 自 参与 何 种 代谢 途径 ? 


活性 的 磷酸 化 状态 。 

2. HMGC-CoA 还 原 酶 的 降解 

当 细胞 内 的 胆固醇 、 被 氧化 的 胆固醇 衍生 物 . 甲 产 戊 酸 .法 尼 醇 (farnesol) 或 法 尼 焦 磷酸 过 多 时 ， 
HMGC-CoA 还 原 酶 的 降解 被 激活 ,其 机 制 与 HMG-CoA 还 原 酶 本 身 的 结构 有 一 定 的 关系 。 有 证 据 表 明 ， 
HMGC-CoA 还 原 酶 的 跨 膜 区 含有 一 种 固 醇 感 应 结构 域 ,这 种 特殊 的 结构 域 能 直接 检测 到 细胞 内 胆固醇 
或 其 他 一 些 参与 胆固醇 合成 的 中 间 代 谢 物 浓 度 的 变化 。 当 细胞 内 的 胆固醇 或 甲 产 成 酸 等 物质 浓度 较 
高 时 ,它们 能 与 上 述 结构 域 结合 而 诱导 酶 的 构象 发 生变 化 ,使 HMG-CoA 还 原 酶 更 容易 被 细胞 内 依赖 于 
泛 素 的 蛋白 酶 体 降解 系统 识别 并 降解 (参看 第 三 十 九 章 “ 和 蛋白质 的 生物 合成 及 其 在 细胞 内 的 降解 ”)。 

3. HMGC-CoA 还 原 酶 基因 表达 的 调控 

HMG-CoA 还 原 酶 的 基因 表达 需要 一 种 叫 固 醇 调节 元 件 结合 蛋白 -2 (sterol regulatory element 
binding protein-2,SREBP-2) 的 转录 因子 ,此 转录 因子 能 对 细胞 内 固 醇 的 浓度 变化 做 出 反应 。 当 细胞 


录 因 子 刺 激 HMG-CoA 还 原 酶 和 其 他 一 些 参与 胆固醇 合成 的 酶 基因 的 表达 。 

有 三 种 蛋白 质 参 与 SREBP-2 的 激活 杰 放 (图 30-8): 一 种 是 SREBP 切割 激活 蛋白 (SREBP 
cleavage-activating protein,SCAP)。SCAP 是 一 种 内 质 网 膜 整合 蛋白 ,其 跨 膜 部 分 含有 与 HMG-CoA 还 
原 酶 同 源 的 固 醇 感应 结构 域 。 固 醇 与 此 结构 域 的 结合 可 抑制 SCAP 的 活性 ;另外 两 种 是 整合 在 高 尔 基 
体 膜 上 的 位 点 1 蛋白酶 (site one protease,S1P) 和 位 点 2 蛋白 酶 (S2P)。 具 体 过 程 是 : 当 细胞 内 固 醇 浓 
度 低 的 时 候 ,SCAP 与 SREBP-2 的 前 体 蛋 白 结 合并 促进 其 转运 到 高 尔 基 体 。 一 旦 SREBP-2 的 前 体 到 
达 高 尔 基 体 , 早 已 存在 于 此 的 SIP 和 S2P 便 对 其 进行 依次 切割 。 其 中 S1P 的 切 点 在 前 体位 于 腔 内 的 


(1) 高 胆固醇 (2) 低 胆 固 醇 
位 点 1 和 位 点 2 蛋白 酶 


SCAP 捷 汪 









人 细胞 质 基质 。 内 质 网 及 和 





高 尔 基体 顺 面 
30-8 HMG-CoA 还 原 酶 基因 表达 的 调节 机 制 (OH 为 胆固醇 分 子 上 的 羟基 ) (Lodish 等 ,2007) 
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利用 你 已 学 过 的 知 
识 , 试 回 答 如 何 能 够 降低 体 
内 固 醇 浓 度 低 的 时 候 ,SREBP-2 从 内 质 网 膜 上 的 前 体 蛋 白 中 被 切割 释放 出 来 ,并 移 位 到 细胞 核 作 为 转 内 的 胆固醇 水 平 ? 


本 章 小 
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结 填 填 看 


肽 段 ,S2P 的 切 点 位 于 前 体 的 跨 腊 区。 在 两 种 蛋白 酶 的 作用 下 ,SREBP-2 从 前 体 的 N 端 结构 域 释 放 到 
细胞 质 基 质 , 并 进入 细胞 核 , 刺 激 HMG-CoA 还 原 酶 基因 的 表达 。 


科学 故事 一 一 LDL 受 体 的 发 现 

家 族 性 高 胆固醇 血 症 (fmilial hypercholesterolemia,FH) 是 一 种 遗传 性 疾病 。 此 病 患者 的 血清 胆固醇 
浓度 异常 高 ,患者 往往 还 没有 成 年 ,就 会 得 心脏 病 。 

1972 年 ,Michael Brown 和 Joseph Goldstein 在 对 EH 进行 系统 研究 的 基础 上 指出 ,EH 患者 胆固醇 浓度 过 
高 的 原因 是 体内 调节 胆固醇 合成 的 机 制 有 缺陷 。 化 们 的 证 据 是 :如 果 将 LDL 加 到 正常 人 成 纤维 细胞 的 培养 
基 中 ,细胞 内 胆固醇 合成 的 限 速 酶 一 HHMG-CoA 还 原 酶 的 活性 就 会 受到 抑制 ;如 果 将 LDL 加 到 FH 患者 
的 成 纤维 细胞 的 培养 基 中 ,细胞 内 HMG-CoA 还 原 酶 活性 就 不 受 影响 。 下 面 的 实验 表明 :HMG-CoA 还 原 
酶 调节 的 寞 党 并 不 是 其 基因 突变 造成 的 ,而 可 能 是 FEH 细胞 不 能 从 LDL 中 吸收 胆固醇 引起 的 。 

1974 年 ,Brown 和 Goldstein 将 “I 标记 的 LDE 加 到 正常 人 的 成 纤维 细胞 培养 基 中 ,然后 测定 在 不 同 
的 保温 时 间 内 结合 到 细胞 上 的 放射 性 强度 。 结 果 发 现 ,和 正常 人 成 纤维 细胞 结合 的 放射 性 标记 的 LDLI 量 
与 保 温 时 间 正 相关 , 而且, 如 果 同 时 加 和 过量 的 非 放 射 性 同位 素 标记 的 LDL, 就 会 减少 与 细胞 结合 的 同位 
素 标 记 的 IDI 的 量 。 此 外 ,他 们 还 发 现 ,在 培养 基 中 加 入 其 他 脂 蛋 白 , 却 不 会 干扰 LDL 的 结合 。 上 述 结 
果 表 明 :LDL 是 与 细胞 表面 数目 有 限 的 特异 性 结合 位 点 结合 的 。 与 正常 人 成 纤维 细胞 和 LDL 结合 实验 不 
同 的 是 ,FEH 患者 的 成 纤维 细胞 不 能 结合 同位 素 标 记 的 LDL。 这 样 的 实验 结果 似乎 说 明 , 正常 人 成 纤维 细 
胞 具有 一 种 特异 性 的 LDLI 受 体 ,而 FH 患者 缺乏 这 种 受 体 或 者 这 种 受 体 有 缺陷 。 

进一步 的 实验 证 明 ,LDL 与 正常 人 成 纤维 细胞 的 细胞 膜 结合 ,这 意味 着 LDL 受 体 属于 细胞 表面 受 体 。 
他 们 还 观察 到 , 与 细胞 表面 结合 的 LDL 能 快速 地 进 和 人 细胞 内 部 ,在 溶 酶 体 被 降解 ,并 释放 出 游离 的 胆 固 
醇 。 后 来 ,他 们 与 Richard Anderson 合作 ,发 现 LDLI 的 内 在 化 是 在 有 被 小 窝 区 域内 通过 内 吞 作 用 进行 的 。 

Brown 和 Goldstein 的 工作 不 仅 揭示 了 胆固醇 代谢 调节 的 主要 机 制 ,还 为 胆固醇 代谢 异常 引起 的 疾病 
的 治疗 指明 了 方向 。Brown 和 Goldstein 曾经 帮助 治疗 一 个 叫 Stormie Jones 的 FEH 病人 ,她 从 父母 那里 继 
承 了 有 缺陷 的 LDL 受 体 基 因 , 其 血清 胆固醇 含量 约 为 1 200 mg, 几 乎 是 正常 和 的 5 倍 。Stormmie 6 岁 就 得 
了 心脏 病 ,不 得 不 同时 接受 心 胜 和 肝脏 的 双 器 官 移植 手术 ,成 为 世界 上 第 一 例 在 一 次 手术 中 移植 两 种 器 官 
的 人 。 移 植 的 心脏 取代 她 受 损 的 心脏 ,移植 的 肝 胜 则 具有 正常 数目 的 LDL 受 体 。 她 后 来 因 丙 肝 进 行 过 第 
二 次 肝脏 移植 ,于 13 岁 去 世 , 可 能 死 于 心脏 感染 。 
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- http:/www.wiley.comy/college/boyer0470003790/animations/cholesterol/cholesterol.htm (胆固醇 代谢 的 动画 ) 
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色 ”第 三 十 一 章 ” 氮 基 酸 代谢 


氨基 酸 的 主要 功能 是 作为 多 肽 和 和 蛋白质 的 组 成 单位 , 除 此 以 外 ,还 可 以 作为 多 种 生物 活性 物质 合 
成 的 前 体 。 甚 碳 骨 架 则 可 以 充当 细胞 的 能 源 , 在 人 体内 可 作为 糖 异 生 或 酮 体 合成 的 原料 ,但 其 释放 出 
来 的 氨基 一 般 对 生物 体 来 说 是 有 毒 的 ,因此 需要 专门 的 解毒 机 制 对 其 进行 解毒 ,例如 在 人 体内 将 其 转 

本 章 将 重点 介绍 氨基 酸 的 分 解 代 谢 以 及 解除 氨 毒 的 几 种 机 制 ,而 氨基 酸 及 其 衍生 物 的 合成 代谢 
仅 做 简单 介绍 。 


第 一 入” 殷 基 酸 的 分 解 


在 结构 上 , 氢 基 酸 可 分 为 氨基 和 碳 骨 架 两 个 部 分 ,因此 ,其 分 解 代 谢 也 可 简单 地 分 为 氨基 代谢 和 
碳 骨 架 的 代谢 , 现 就 这 两 个 部 分 分 别 加 以 讨论 。 








一 、 氮 基 的 代谢 
氮 基 的 代谢 有 脱 氨 基 、 转 氨基 和 联合 脱 氨 基 三 种 方式 ,其 中 第 三 种 方式 是 前 两 种 方式 的 组 合 。 

(一 ) 脱 氨基 反应 
L- 

氧化 酶 酸 氧化 酶 、D- ie 

氨基 酸 +FMN+HO o- 酮 酸 +FMNHHNHL 二 
FMNH ,4O， FMNHHO， (glutamate dehydrogenase)。 前 两 种 属于 黄 素 蛋 白 ， 
过 氧化 氢 酶 分 别 作 用 于 工 - 氨基 酸 和 D- 氨基 酸 。 第 一 种 酶 


2H20;, 一 2I2O+TO 
以 FMN 或 FAD 作为 辅 基 , 第 二 种 酶 只 能 以 FAD 


作为 辅 基 ( 图 31-1)。 在 反应 中 ,氨基 酸 转变 为 相 
应 的 ae- 酮 酸 ,氨基 转变 为 NH;, 脱 下 的 氧 经 过 FMN 或 FAD 直接 与 0, 结合 形成 HO,。 有 毒 的 HO， 
可 被 细胞 内 的 过 氧化 氨 酶 迅速 分 解 为 EXO 和 0:;。 
然而 ,L- 氨基 酸 氧化 酶 在 生物 体内 的 分 布 并 不 普遍 ,其 最 适 pH 也 远离 生理 pH,D- 氨基 酸 氧化 
酶 只 作用 于 并 不 常见 的 D- 氨基 酸 , 因 此 ,这 两 种 酶 并 不 是 参与 氨基 酸 氧化 脱 氨 基 作 用 的 主要 酶 。 参 
与 氨基 酸 氧化 脱 氨基 的 主要 酶 是 谷 氨 酸 脱 氢 酶 。 在 真 核 细胞 中 , 它 位 于 线粒体 基质 ,其 催化 的 反应 属 
于 可 道 反应 ,反应 式 为 : 


四 21-1 1 氧化 脱 氨基 反应 


ADP/GDP 激活 正 反应 
谷 氨 酸 +NAD(PD)H HO0 一 一 一 一 一。 酮 成 一 酸 +NHI+NAD(P)HY+H' 
谷 氨 酸 人 


反应 的 辅酶 既 可 以 是 辅酶 I ,又 可 以 是 辅酶 工 。 该 酶 的 活性 是 受到 严格 调控 的 : 当 细胞 的 能 量 状态 低 
的 时 候 , 细 胞 贫 能 的 指示 剂 (ADP 或 CDP) 将 刺激 正 反 应 , 即 氨基 酸 的 氧化 脱 氨基 ,此 时 若 反应 以 NAD” 
为 电子 受 体 ,生成 的 NADH 就 进入 呼吸 链 , 若 以 NADP* 为 电子 受 体 ,生成 的 NADPH 就 可 作为 生物 合 
成 的 还 原 剂 ; 当 细 胞 的 能 量 状态 高 的 时 候 ,细胞 富 能 的 指示 剂 (ATP 或 GTP) 则 促进 逆反 应 ,有 利于 谷 
氮 酸 的 合成 。 

哺乳 动物 体内 的 谷 氮 酸 脱 氢 酶 还 受到 一 种 特殊 的 共 价 修饰 的 调节 。 这 种 共 价 修饰 是 ADP- 核糖 
基 化 ,催化 此 反应 的 是 一 种 叫 SIRT4 的 蛋白 质 ,ADP- 核糖 基 的 供 体 是 辅酶 1。ADP- 核糖 基 化 可 抑制 
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(GT 到 试 预测 SIRT4 缺失 
的 小 鼠 的 胰岛 素 的 分 泌 有 何 
变化 ? 
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谷 氮 酸 脱氧 酶 的 活性 。 这 种 调节 机 制 在 胰岛 B 细胞 中 可 用 来 调节 胰岛 素 的 分 泌 , 因 为 谷 氨 酸 脱氧 酶 
的 ADP- 核糖 基 化 可 下 调 受 氨基 酸 刺激 的 胰岛 素 分 泌 。 

Ser 和 Thr 的 侧 链 上 都 含有 容易 脱 去 的 产 基 ,因此 ,这 两 种 氨基 酸 可 以 在 相应 的 脱水 酶 [dehydratase) 
的 催化 下 ,以 磷酸 吡 哆 醛 为 辅 基 ,直接 发 生 脱 氨 基 反 应 : 

Ser 一 一 丙酮 酸 +NHI Thr 一 一 c- 氨基 -B- 败 基 丁 酸 一 一 丙酮 酸 +NHy 

(二 ) 转 氨 基 反应 

转 氨 基 反应 是 指 一 种 氨基 酸 的 氨基 被 转移 到 一 种 “- 酮 酸 的 痰 基 上 ,形成 一 种 新 的 氨基 酸 和 一 种 
新 的 w- 酮 酸 的 过 程 。 催 化 此 反应 的 酶 为 转氨酶 (aminotransferase 或 transaminase)。 在 反应 中 ,磷酸 吡 
哆 醛 为 酶 提供 亲 电 基 团 参与 催化 (参看 第 十 章 “ 酶 的 催化 机 理 ” 有 关 共 价 催化 的 内 容 。) 转 氨 反 应 是 完 
全 可 逆 的 ,因此 它 既 参与 氨基 酸 的 降解 ,又 参与 氨基 酸 的 合成 。 

转氨酶 有 多 种 ,但 是 每 一 种 转氨酶 都 需要 磷酸 吡 哆 醛 作为 辅酶 ,而 且 绝 大 多 数 转 氨 酶 以 Clu 作为 
氨基 的 供 体 ,或 者 以 <- 酮 戊 二 酸 作为 氨基 的 受 体 (图 31-2)。 最 常见 的 转氨酶 有 两 种 , 即 谷 两 转氨酶 
(glutamate:pyruvate transaminase,CPT) 和 谷 草 转氨酶 (glutamate:oxaloacetate transaminase,GOT), 其 中 
GPT 是 肝 细 胞 内 最 活 牙 的 酶 之 一 。 受 损 的 ,快要 死 的 或 已 经 死亡 的 肝 组 织 会 大 量 释 放 CGPT 进入 血液 ， 
导致 血清 中 该 酶 活性 迅速 升 高 ,因此 ,临床 上 测定 血清 中 GPT 活性 已 成 为 诊断 肝 功 能 是 否 异 常 的 一 种 
常规 方法 。 
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产物 一 一 “醋酸 SN 一 、cHa 底 物 一 一 酮 酸 
磷酸 吡 哆 胺 (氨基 受 体 ) 


肝 细 胞 内 进行 糖 异 生 , 以 维持 血糖 浓度 ,GPT 在 此 过 程 中 也 起 着 十 分 重要 的 作用 。 

GOT 也 是 肝 细 胞 内 一 种 极为 活跃 的 酶 , 它 存在 于 细胞 质 基 质 和 线粒体 ,其 重要 性 在 于 维持 细胞 内 两 
大 氨基 酸 库 (amino acid poobD, 即 谷 氨 酸 库 和 天 冬 氮 酸 库 之 间 的 平衡 (图 31-3)。Glu 和 Asp 均 参 与 尿素 循 
环 ,为 氨 的 解毒 和 氮 的 排泄 所 必需 ,因此 氮 原 子 在 这 两 种 氨基 酸 库 之 间 的 自由 流动 是 细胞 内 氮 正 常 代谢 
的 关键 。 

由 GOT 所 催化 的 转 氨 反 应 ,不 论 是 在 细胞 质 基 质 , 还 是 在 线粒体 都 接近 于 平衡 ,同时 GOT 还 是 
苹果 酸 - 天 冬 氮 酸 穿梭 系统 中 必 不 可 少 的 组 分 (参看 第 二 十 二 章 “ 糖 酵 解 ”), 参 与 将 细胞 质 基质 的 
NADH 转换 成 线粒体 基质 中 的 NAD 也 ,以 使 细胞 质 基 质 的 NAD-* 得 以 再 生 。 

基于 与 CPT 同样 的 原因 ,GOT 活性 的 变化 也 可 以 作为 诊断 肝 功能 是 否 异常 的 一 种 指标 。 

然而 ,并 非 所 有 的 氨基 酸 都 可 以 参与 转 所 反应 ,Thr.Pro 和 Lys 就 是 例外 。 

(三 ) 联合 脱 氨基 反应 

这 是 由 转氨酶 和 谷 氨 酸 脱氧 酶 组 合 在 一 起 的 脱 氨基 反 应 。 两 种 酶 作用 的 次 序 是 :先是 在 转氨酶 
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31-3 ” 谷 草 转氨酶 催化 的 转 毛 基 反应 


催化 下 ,一 种 氨基 酸 的 氨基 被 转移 到 “- 酮 成 二 酸 的 阁 基 上 形成 Clu, 然 后 Clu 在 谷 氮 酸 脱氧 酶 催化 下 ， 
发 生 氧 化 脱 氨基 反应 ,产生 a- 酮 成 二 酸 、NH; 和 NAD(P)H。 

联合 脱 氮 基 作 用 在 氨基 的 最 终 代谢 中 起 着 重要 的 作用 。 据 估计 ,被 摄 人 体内 的 蛋白 质 约 有 75%% 
是 通过 这 种 方式 进行 氨基 代谢 的 。 

当 氮 基 通 过 氧化 脱 氨基 或 联合 脱 氮 基 反 应 以 后 ,形成 的 氮 在 绝 大 多 数 生物 体内 还 要 进一步 进行 
代谢 。 代 谢 的 主要 目的 是 解除 氮 的 毒害 。 


二 、 氮 的 进一步 代谢 转变 

氮 对 生物 体 是 有 毒 的 ,所 在 遇 到 水 时 很 容易 转变 成 毒性 的 贸 盐 。 例 如 , 当 血 液 中 铵 盐 的 浓度 超过 
0.25 mmolL 的 时 候 , 人 体 将 会 出 现 呕吐 , 抽 搞 和 昏迷 等 症状 甚至 死亡 。 不 同 种 类 的 生物 处 理 氨 的 手段 
或 者 说 在 解除 氨 毒 的 方式 上 是 不 一 样 的 ,一 般 说 来 与 一 种 生物 对 水 的 可 得 性 有 关 , 概 括 起 来 有 以 下 几 
种 方式 : 

(一 ) 直接 排出 体外 

水 生动 物 (如 鱼 类 ) 始终 生活 在 水 中 ,它们 不 需要 对 氮 做 任何 处 理 ,只 需要 将 氮 通 过 鲈 直 接 排 出 体 
外 。 对 于 两 栖 动物 来 说 ,它们 在 晴 昨 期 也 是 直接 排 氨 的 ,但 到 了 成 体 以 后 ,生活 的 环境 发 生 了 根本 性 
的 改变 ,这 时 就 需要 将 氨 转 变 为 尿素 再 排出 体外 。 

(二 ) 转变 为 酰胺 

将 氮 转 变 为 两 种 酰胺 氨基 酸 中 的 酰胺 基 团 是 生物 解除 氨 毒 的 另外 一 种 手段 , 它 也 是 细胞 合成 酰 
胺 氨基 酸 的 途径 。 

Asn 和 Gln 的 合成 反应 都 消耗 ATP, 但 消耗 的 方式 有 别 (图 31-4 和 图 31-5)。 前 者 是 ATP 变 成 了 
AMP 和 PPi, 这 与 脂肪 酸 的 活化 反应 相似 (参看 第 二 十 九 章 “脂肪 酸 代 谢 ”)。 

植物 通常 利用 Asn 来 解除 氨 毒 ,而 高 等 动物 的 大 部 分 细胞 则 利用 Cln 来 哲 时 解除 氨 毒 。 在 很 多 
情况 下 ,Gln 作为 氮 的 载体 ,动物 可 以 通过 它 将 一 种 组 织 中 产生 的 氮 转 移 到 另外 一 种 组 织 , 但 最 后 一 般 
都 汇总 到 肝 细 胞 。 此 外 ,很 多 生物 正 是 利用 Glhn 中 的 酰胺 N 作为 多 种 含 N 物质 合成 的 氮 源 (如 核 苷 酸 、 
某 些 氨基 酸 和 氨基 糖 的 合成 )。 


从 Asp 合成 Asn 
与 从 Glu 合 成 Gln 消 耗 的 
ATP 数目 是 一 样 吗 ? 
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31-4 Asn 生物 合成 及 其 在 植物 氯 解毒 中 的 作用 


y- 谷 氨 酰 磷酸 


31-5 Gin 的 生物 合成 及 其 在 动物 氨 解 毒 中 的 作用 


正 因为 Glhn 在 生物 合成 反应 
中 起 着 枢纽 作用 ,所 以 催化 Glu 
转变 为 Gln 的 酶 即 谷 氮 酰 胺 合成 
酶 (glutamine synthetase,GS) 的 活 
性 受到 严格 的 调控 。 以 大 肠 杆菌 
的 GS 为 例 ,该 酶 是 一 种 十 二 聚 体 
(dodecamer) 蛋白 , 共 受 到 9 种 物质 
的 反馈 抑制 (图 31-6)。 

这 9 种 反馈 抑制 剂 要 么 是 Cln 
作为 前 体 参 与 的 合成 代谢 的 终 产 
物 ( 如 Tip、His 6- 磷酸 葡 糖 胺 、 氨 





谷 氨 酰 胺 合成 酶 





31-6 ”大 肠 杆菌 谷 氨 酰胺 合成 酶 的 活性 调节 





0 


甲 酰 磷酸 、CTP 或 AMP), 要 么 是 氨基 
| 酸 代谢 总 体 状态 的 指示 剂 (Ala、Gly 和 

吡 二 Ser)。 上 述 任何 一 种 抑制 剂 与 酶 结合 
人 至 少 能 抑制 酶 的 部 分 活性 ,结合 的 抑制 

入 气相 Wo 剂 越 多 ,抑制 效果 就 越 强 。 
大 肠 杆菌 的 GS 还 受到 共 价 修饰 
ATP (有 活性 ) ADP 
的 调节 ,但 共 价 修饰 的 方式 并 不 是 真 
腺 童 酸化 去 腺 昔 酸 化 

哇 二， 本 去 嘿 核 细 胞 普遍 使 用 的 磷酸 化 ,而 是 腺 苷 
OH 0 一 UMP 酸化。 如 图 31-7 所 示 ,在 腺 背 酸 转移 
全 一 和 一 AMP 酶 (adenylyl transferase,AT) 的 催化 下 ， 
GS 上 的 Tyr397-OH 接受 ATP 分 子 上 
的 AMP 基 团 ,形成 无 活性 的 腺 苷 酸化 















去 尿 苷 酸 酶 


地 看 同上 才 攻 的 GS。AT 本身 的 活性 又 受到 调节 蛋 
人 白 PI 的 控制 ,是 调节 蛋白 也 可 以 被 共 
本 价 修饰 ,其 共 价 修饰 的 方式 为 尿 昔 酸 
一 cu O_、 腺 味 叭 化 ,修饰 酶 为 尿 苷 酸 转 移 酶 (uridylyl 


transferase,UT)。a- 酮 戌 二 酸 刺 激 UT 
的 活性 ,而 Gln 抑制 UT 的 活性 。 当 UT 
被 w- 酮 戊 二 酸 激活 后 ,与 AT 结合 的 
和 PI 被 尿 苷 酸化 ,这 时 AT 催化 GS 的 去 
腺 苷 酸化 ,GS 恢复 活性 ;相反 ,在 Gln 的 抑制 下 ,UT 缺乏 活性 ,细胞 内 的 去 尿 苷 酸 酶 (uridylyl-removing 
enzyme) 催化 PI 的 去 尿 苷 酸化 ,这 时 AT 催化 GS 的 腺 苷 酸化 修饰 ,GS 因此 丧失 活性 。 

与 大 肠 杆菌 的 GS 相 比 ,哺乳 动物 体内 的 GS 也 受到 调控 ,但 调节 的 广度 远 不 如 微生物 ,而且 没 有 
共 价 修饰 这 种 方式 。 哺 乳 动 物 GS 的 别 构 抑 制剂 有 Gly Ser、Ala 和 氮 甲 酰 磷 酸 , 别 构 激 活 剂 只 有 a- 酮 
戊 二 酸 一 种 。 

(三 ) 转变 为 尿素 或 尿酸 

将 氮 转 变 成 尿素 是 人 类 和 其 他 胎盘 类 哺乳 动物 解除 氨 毒 的 方式 。 尿 素 易 溶 于 水 ,而 这 些 哺乳 动 
物 获 取水 源 也 不 困难 ,因此 溶解 在 血液 中 的 尿素 就 很 容易 通过 肾 随 尿 液 排 出 体外 。 

疏 行 动物 和 鸟 类 则 是 将 氨 转 变 为 尿酸 ,因为 尿酸 的 溶解 度 不 高 ,容易 形成 结晶 。 将 氮 转 变 为 屎 
酸 对 卵 生动 物 是 有 益处 的 :一 方面 ,可 以 使 它们 能 生存 在 极端 干燥 的 环境 之 中 ; 另 一 方面 ,这 对 它们 的 
胚胎 发 育 是 至 关 重 要 的 ,因为 胚胎 在 羊膜 卵 内 发 育 的 时 候 , 没 有 水 的 摄 和 ,形成 的 尿酸 可 结晶 在 尿 吉 
(Callantois) 内 ,不 需要 排出 体外 就 解除 了 氨 毒 。 

1. 尿素 循环 

尿素 是 通过 尿素 循环 (urea cycle) 产生 的 (图 31-8), 它 发 生 在 哺乳 动物 的 肝 细 胞 。 虽 然 参与 尿素 
循环 的 个 别 酶 还 存在 于 其 他 组 织 , 但 完整 的 尿素 循环 仅 存 在 于 肝 细胞 。 肝 外 组 织 氨基 酸 分 解 产生 的 
氮 主 要 通过 Cln 被 转运 到 肝 细 胞 ,但 肌肉 蛋白 分 解 产 生 的 氮 是 通过 Ala 循环 被 Ala 带 往 肝 细胞 。 

尿素 循环 是 第 一 条 被 发 现 的 循环 代谢 途径 。 早 在 1932 年 ,Hans Krebs 和 Kurt Henseleit 发 现在 有 
氧 条 件 下 ,将 大 鼠 肝 组 织 的 切片 与 铵 盐 保温 就 可 以 合成 尿素 。 合 成 速率 可 因 加 入 少量 的 鸟 氨 酸 、 瓜 氮 
酸 或 精 氨 酸 而 大 大 加 速 ,而 这 3 种 氨基 酸 的 含量 并 不 减少 。 实 验 还 表明 ,大 量 鸟 氮 酸 与 肝 组 织 切片 及 
铵 盐 保温 时 有 瓜 氨 酸 的 合成 。 当 时 已 经 知道 在 排尿 素 的 陆 生动 物 的 肝脏 中 存在 一 种 酶 ,该 酶 的 催化 
可 导致 精 氨 酸 不 可 逆 地 水 解 产 生 鸟 氨 酸 和 尿素 。 综 合 以 上 实验 数据 ,并 同时 对 鸟 氨 酸 、 瓜 氨 酸 和 精 氨 
酸 的 化 学 结构 进行 比较 分 析 ,Krebs 和 Henseleit 提出 了 尿素 合成 的 循环 机 制 :先是 乌 氨 酸 与 氨 及 CO， 





刀 adsa ld dkeaia 


试 设计 一 个 实验 ， 
证 明 大 肠 杆菌 的 GS 发 生 的 
是 腺 苷 酸化 修饰 ,而 不 是 磷 


酸化 修饰 ? 


肝 细 胞 中 有 大 量 的 
鸟 氨 酸 和 瓜 氨 酸 ,但 它们 从 
来 不 会 参 入 到 蛋白 质 分 子 之 


中 ,为 什么 ? 
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侠 31-8 尿素 循环 


合生 成 瓜 氨 酸 ;然后 , 瓜 氨 酸 再 接受 一 分 子 氨 形 成 精 氨 酸 ;最 后 ， 精 迄 酸 水 解 产生 尿素 ,| 同时 再 生出 
ee 由 于 乌 氨 酸 在 循环 中 的 重要 性 ,尿素 循环 又 被 称 为 乌 氨 酸 循环 。 

尿素 循环 中 的 一 部 分 反应 发 生 在 肝 细胞 的 细胞 质 基质 , 另 一 部 分 反应 发 生 在 肝 细 胞 的 线粒体 基 
质 , 现 分 步 加 以 讨论 。 

(1) 氮 甲 酰 磷酸 的 形成 ”严格 地 说 ,这 一 步 反 应 并 不 属于 尿 ee o 
素 循环 中 的 反应 , 它 充 其 量 只 是 尿素 循环 的 预备 反应 。 催 化 此 反 De 
应 的 酶 为 氨 甲 酰 磷 酸 合成 酶 -IT (carbamyl phosphate synthetase 工 ， 
CPS-I)。 该 酶 位 于 线粒体 基质 ,负责 将 谷 氨 酸 脱 氢 酶 产生 的 氨 
活化 为 一 个 不 稳定 的 高 能 磷酸 化 合 物 , 即 氨 甲 酰 磷 酸 ,反应 共 消 耗 2 分 子 ATP。 

除了 CPS-I 以 外 ,细胞 中 还 有 另外 一 种 催化 氨 甲 酰 磷 酸 合成 的 酶 , 即 CPS-I。 与 CPS-I 不 同 的 
是 ,CPS-I 存 在 于 所 有 组 织 的 细胞 质 基质 之 中 ,参与 喀 啶 核 苷 酸 的 从 头 合成 , 它 是 谷 氨 酰 胺 依赖 型 的 ， 
即 反应 中 氨 的 供 体 是 谷 氨 酰 胺 (参看 第 三 十 二 章 “ 核 苷 酸 代谢 ”)。 


氨 甲 酰 磷酸 的 合成 是 肝 细胞 线粒体 的 一 项 主要 任务 。 据 估计 ,CPS-I 可 占 肝 细胞 线粒体 基质 总 
蛋白 的 20% ,与 此 相同 的 是 , 谷 氨 酸 脱氧 酶 的 含量 也 十 分 丰富 。 
(2) 鸟 氨 酸 一 瓜 氨 酸 ”这 也 是 一 步 发 生 在 肝 细 胞 线粒体 基质 内 的 反应 ,由 乌 氨 酸 转 氨 甲 酰 酶 


(ornithine transcarbamylase) 众 化 。 





20 (3) 鸟 氨 酸 和 瓜 氨 酸 的 反 向 转运 ”尿素 循环 余 
CH-NH3 人 CH 一 NH 一 C 
人 ”9 oo om 让。 下 的 反应 发 生 在 细胞 质 基质 ,这 需要 不 断 地 将 瓜 所 本 
0 运 出 线粒体 和 将 鸟 氨 酸 运 回 线粒体 基质 。 这 种 转运 
2 2 国 
aa 系统 仅 存在 于 肝 细胞 线粒体 内 膜 上 ,在 特殊 的 氨基 酸 
COO- COOr- 转运 蛋白 即 瓜 氨 酸 - 乌 氮 酸 交 换 体 (citrulline-ornithine 
鸟 氨 酸 瓜 氨 酸 exchanger) 催化 下 完成 。 


(4) 谷 氨 酸 - 氢 氧 根 和 谷 氮 酸 - 天 冬 氮 酸 的 反 向 转运 ”尿素 的 产生 同样 需要 Glu 持续 不 断 地 进 
入 肝 细胞 的 线粒体 基质 ,以 补充 谷 氨 酸 脱 氢 酶 的 底 物 。 此 过 程 是 在 线粒体 内 膜 上 的 谷 氮 酸 - 氨 氧 根 
和 Glu-Asp 的 交换 体 (glutamate-aspartate exchanger) 催化 下 完成 的 。 


线粒体 基质 鸟 氮 酸 瓜 氨 酸 ”天 冬 氨 酸 谷 氮 酸 








瓜 氨 酸 天 冬 氨 酸 谷 氨 酸 
精 氨 琥珀 酸 ATP 
合成 酶 AMP-+PPi 
2 9 
C 一 二 一 CH 
| 
得 CH， 
酸 和 Coo- 
1 全 
CH 
4 
十 
NH3 
精 氢 琥珀 酸 





(5) 精 氮 玉 珀 酸 的 合成 ”这 一 步 反 应 由 精 氨 琥 珀 酸 合成 酶 (arginino-succinate synthetase) 催化 。 在 
该 酶 的 催化 下 ,细胞 质 基 质 中 的 瓜 氨 酸 与 Asp 在 ATP 的 驱动 下 缩合 成 精 氨 琥 珀 酸 (arginino-succinate)。 
O /大 可 一 站 Asp 通过 这 种 方式 为 将 来 的 尿素 分 子 提供 


人 
CE 一 证 一 区 了 CH 一 NH 一 C 
玉 忆 人 | 六 捕 gg 


四 “ECOO ”了 第 二 个 N 原子 。 

这 是 一 步 高 度 耗 能 的 反应 ,在 反应 
中 ,ATP 被 裂解 成 AMP 和 PPi,PPi 在 焦 磷 
酸 酶 的 催化 下 ,迅速 被 水 解 成 无 机 磷酸 ， 
因此 总 反应 实际 上 消耗 了 2 分 子 的 ATP。 

(6) 精 氮 琥珀 酸 的 裂解 ”这 一 步 反 应 
是 由 精 氨 琥珀 酸 裂 合 酶 (arginino-succinate 
lyase) 催化 。 在 该 酶 的 催化 下 , 精 氨 琥 珀 














di NT ，_ 精 氨 斑 珀 酸 列 合 酶 ”人 ， 酸 裂 解 成 精 氨 酸 和 延 胡 索 酸 。 
3 CH 一 NHI 

0 这 一 步 反 应 与 味 叭 核 苷 酸 从 头 合成 
精 氨 琥 珀 酸 延 胡 索 酸 ”。 精 氨 酸 途径 中 的 IMP 转变 为 AMP 的 反应 极为 相 
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(GT 


尿素 循环 和 三 羧 酸 
循环 共同 的 代谢 物 是 什么 ? 
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似 ( 参 看 第 三 十 二 章 “ 核 苷 酸 代 谢 ”)。 在 这 两 种 情况 下 , 延 衣 索 酸 均 是 副 产 物 。 生 成 的 延 胡 索 酸 在 细 
胞 质 基 质 的 延 胡 索 酸 酶 催化 下 ,转变 为 苹果 酸 。 苹 果 酸 可 经 草 栈 乙酸 重新 转变 为 Asp。 

(7) 尿素 的 形成 和 乌 氨 酸 的 再 生 ”这 是 尿素 循环 的 最 后 一 步 反 应 。 在 精 氮 酸 酶 (argininase) 的 催 
化 下 , 精 氨 酸 被 水 解 成 尿素 和 乌 氮 酸 ,得 以 再 生 的 乌 氨 酸 可 以 进入 下 一 轮 循环 。 

2. 尿素 循环 的 辅助 反应 

已 知 尿素 分 子 中 的 一 个 N 原子 来 自 于 Glu 的 氧化 脱 氨 或 Gn 水 解释 放出 来 的 NH:, 另 一 个 N 原子 来 自 
于 Asp 中 的 氨基 。 然 而 , 肝 细 胞 中 的 NE 和 Asp 的 量 不 








CH 一 尿素 CH 一 NH; 

一 定 正好 相等 , 当 两 者 的 浓度 相差 悬殊 的 时 候 , 肝 细 胞 可 上 央 1 机 

以 通过 图 31-9 所 示 的 辅助 反应 进行 调节 ,以 实现 两 者 量 | 册 本 9 一 人 \ 

的 平衡 。 如 果 NE 过 量 ,COT 催化 的 反应 就 有 利于 Asp |， 人 

的 形成 ,以 提高 Asp 的 量 ; 反 之 ,如 果 Asp 的 量 过 量 ,GPT | 精 氨 酸 酶 5 

催化 的 反应 将 有 利于 Glu 的 形成 ,以 降低 Asp 的 量 。 精 氨 酸 鸟 氨 酸 
NH3 过 量 : Asp 过 量 : 





草酸 乙酸 Asp 草 酰 乙酸 Asp 
下 押 二 气 甲 酰 磷酸 一 故 所 本 \ 
尿素 循环 尿素 循环 


31-9 ”尿素 循环 的 辅助 反应 


3. 尿素 循环 的 调节 

尿素 循环 的 调节 有 两 种 方式 。 

(1) 别 构 调 节 “CPS-1 的 活性 可 被 N- 乙酰 谷 氮 酸 (N-acetyl glutamate) 强烈 激活 。 事 实 上 ,这 种 激活 控 
制 了 尿素 产生 的 总 速率 。 目 前 ,人 们 对 CPS-1 这 种 奇特 的 调节 方法 尚 不 完全 了 解 ,已 发 现 N- 乙酰 谷 氨 酸 
是 细菌 鸟 氨 酸 合成 的 一 种 中 间 物 ,但 是 这 种 特性 在 哺乳 动物 体内 已 经 丧失 ,只 是 调节 机 制 沿 效 下 来 。 

在 机 体内 不 仅 发 现 了 合成 N- 乙酰 谷 氨 酸 的 合成 酶 ,还 发 现 了 水 解 V- 乙酰 谷 氨 酸 的 水 解 酶 。 由 
这 两 种 酶 构成 的 “无 效 循环 ”显然 对 氮 代 谢 的 控制 来 说 十 分 重要 ,但 其 中 的 机 理 并 不 清楚 。 

(2) 参与 尿素 循环 各 种 酶 浓度 的 变化 ”参与 尿素 循环 的 各 种 酶 的 合成 是 可 以 诱导 的 , 底 物 浓度 的 
升 高 可 刺激 它们 的 合成 。 

4. 尿素 循环 的 总 结 

尿素 循环 的 总 反应 式 为 : 

NH;+HCOi+Asp+3ATP 一 -一 尿素 + 延 胡 索 酸 +2ADP+2Pi +AMP+ PPi 

从 总 反应 式 中 不 难看 出 ,每 合成 1 分 子 尿 素 ,需要 消耗 4 分子 ATP。 

尿素 循环 的 主要 功能 是 解除 氨 毒 。 当 肝 细 胞 受 损 或 者 尿素 循环 途径 中 的 任何 一 种 酶 有 缺陷 的 时 候 ， 
尿素 合成 将 会 受阻 ,这 将 导致 血 氨 升 高 ,引发 高 血 氨 症 (hyperammonemia)。 氨 进入 脑 组 织 以 后 ,会 与 脑 细 





VE 





框 31-1 理论 联系 实际 一 “冬眠 ”的 生化 奥秘 

想象 一 下 ,外 面 的 温度 长 时 间 保 持 在 -31%C 以 下 ,而 你 一 直 在 睡觉 ,连续 几 个 月 不 起 床 \` 不 吃 东西 ,也 
不 排便 。 如 果 你 是 女性 ,可 能 正好 处 在 生育 和 哺乳 期 间 , 可 你 的 后 代 等 你 醒 来 的 时 候 , 立 即 活 蹦 乱 跳 。 你 
一 定 认 为 ,这 怎么 可 能 呢 ?7 事实 上 ,没有 一 个 人 能 够 做 到 这 一 点 ,但 对 像 北 美 黑 能 或 北极 能 这 样 的 动物 来 
说 ,这 一 切 不 过 是 一 个 正常 的 冬季 下 发 生 的 不 能 再 平常 的 事情 了 一 冬眠 。 

毫 无 疑问 ,在 休眠 期 间 , 北 美 黑 驴 和 北极 能 使 用 的 主要 能 源 来 自 其 储存 的 脂肪 。 由 于 储存 的 糖 原 很 
少 ,也 许 它们 的 大 脑 主 要 靠 酮 体 供 能 ,只 需要 一 点 点 和 葡萄糖。 然而 ,有 一 个 代谢 过 程 必 须 做 出 适应 性 的 改 
变 ,这 就 是 氮 代 谢 。 由 于 氮 代 谢 必 然 产生 尿素 ,如 何 将 尿素 及 时 排出 体外 是 一 个 很 重要 的 问题 。 这 两 种 动 
物 在 冬眠 期 间 , 会 不 会 通过 减少 氨基 酸 的 分 解 代 谢 来 降低 尿素 的 产 出 呢 ? 答案 是 否定 的 。 事 实 上 ,在 冬眠 
期 间 , 它 们 体内 的 氨基 酸 代谢 率 保 持 不 变 ,甚至 还 有 所 增加 ,而 血尿 素 水 平 却 并 不 高 。 那 么 产生 的 尿素 去 
了 哪里 ? 原来 尿素 在 进入 膀胱 以 后 ,被 重 吸收 到 血 流 之 中 ,然后 在 通过 大 肠 的 时 候 , 被 里 面 的 微生物 产生 
的 脲酶 水 解 成 所 ,而 氨 再 被 这 些微 生物 用 来 合成 氨基 酸 。 此 外 ,有 研究 表明 ,在 尿素 水 解 的 时 候 , 会 在 肠 道 
细菌 质 膜 的 内 外 建立 一 种 质子 梯度 , 肠 道 微生物 可 用 它 驱 动 ATP 的 合成 。 由 此 看 来 ,这 些 肠 道 微生物 对 
于 北美 黑熊 和 北极 能 的 氮 代 谢 十 分 重要 , 正 因为 如 此 ,一 般 的 情况 下 这 两 种 动物 冬眠 得 并 不 深 , 它 们 的 体 
温 仍 远 高 于 环境 ,结肠 内 的 细菌 仍 保持 活跃 的 代谢 状态 。 


胞 中 的 e- 酮 成 二 酸 合成 Clu, 并 进一步 形成 Cin。 这 必然 导致 脑 细 胞 中 a- 酮 成 二 酸 浓度 的 降低 ,从 而 


削弱 了 TCA 循环 的 能 力 , 也 就 减少 了 ATP 的 产 率 , 这 可 能 就 是 所 中毒 可 导致 萌 迷 甚至 死亡 的 原因 。 


三 、 碳 骨架 的 代谢 
碳 骨 架 的 代谢 有 以 下 几 种 方式 (图 31-10)。 


Asp 
Arg 


Jle 
Met 
Val 





31-10 氨基酸 碳 骨架 的 代谢 
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如 何 确定 一 种 氨基 
酸 是 生 糖 还 是 生 酮 氨基 酸 ? 


苯 丙 酮 酸 尿 症 患者 
多 一 种 必需 氨基 酸 ,你 认为 
这 种 氨基 酸 是 什么 ? 


五 大 家 族 氨基 酸 的 
合成 


氨基 酸 衍生 物 的 
合成 
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(1) 严格 生 糖 ” 在 体内 , 某 些 氨基 酸 的 碳 骨 架 被 代谢 成 丙酮 酸 ,或 者 TCA 循环 途径 中 的 中 间 物 , 它 
们 作为 糖 异 生 的 前 体 可 转变 为 葡萄 糖 , 这 些 氨基 酸 被 称 为 生 糖 氨基 酸 (glucogenic amino acid)。20 种 常 
见 的 蛋白 质 氢 基 酸 中 属于 生 糖 氨基 酸 的 有 :Ala Arg、Asp .AsnCys\Gly.Glu .Gln .His、Met\Ser 和 Pro。 

(2) 严格 生 酮 Leu 和 Lys 的 碳 骨 架 在 体内 只 能 被 代谢 成 乙酰 -CoA 或 乙酰 乙酸 ,其 中 前 者 为 酮 
体 和 脂肪 酸 合成 的 前 体 ,后 者 本 身 就 是 酮 体 ,这 两 种 氨基 酸 被 称 为 生 酮 氨基 酸 (ketogenic amino acids) 

(3) 生 糖 兼 生 酮 Trmp Thr、Tyr lle 和 Phe 这 5 种 氨基 酸 的 碳 骨 架 较 大 ,其 中 有 一 部 分 在 体内 可 转 
变 为 葡萄 糖 , 另 一 部 分 可 被 代谢 成 乙酰 -CoA 或 乙酰 乙酸 ,这 些 氨基 酸 属 于 生 糖 兼 生 酮 氨基 酸 。 

(4) 经 TCA 循环 彻底 氧化 成 CO 和 H2O。 

(5) 碳 骨 架 可 循环 利用 ,经 转 氨 反 应 重新 合成 所 基 酸 。 


第 二 节 ，” 须 基 酸 及 其 衍生 物 的 合成 


不 同 生物 合成 氨基 酸 的 能 力 是 不 一 样 的 。 在 有 合适 的 N 源 时 ,植物 和 微生物 能 够 从 头 合成 所 有 
的 20 种 常见 的 蛋白 质 氮 基 酸 ,哺乳 动物 只 能 合成 其 中 的 10 种 非 必需 氨基 酸 ,部 分 合成 2 种 半 必 需 氮 
基 酸 ,其 余 8 种 氨基 酸 不 能 被 合成 ,必须 从 食物 中 获取 。 

实际 上 ,任何 氨基 酸 合成 的 前 体 都 来 自 于 糖 酵 解 TCA 循环 或 磷酸 戊 糖 途径 ,其 中 N 原子 通过 Clu 
或 Gin 进入 相关 的 合成 途径 ,而 合成 的 场所 有 的 在 细胞 质 基质 ,有 的 在 线粒体 。 

按照 各 氨基 酸 合成 前 体 的 性 质 ,除了 His 以 外 ,所 有 的 氨基 酸 可 分 为 5 大 家 族 ( 表 31-1)。 这 5 大 
家 族 氨 基 酸 合成 的 基本 反应 在 不 同 生 物体 内 是 相当 保守 的 ,而 调控 机 制 也 主要 是 通过 终 产物 对 限 速 
酶 的 反馈 抑制 实现 的 。 


上 表 31-1 五 大 氨基 酸 家 族 (* 表示 的 不 同 生物 体 有 所 不 同 ) 





a- 酮 成 二 酸 甘油 酸 -3- 磷 PEP 和 赤 克 《 
琴 本 酸 家 族 = Aop 家 2 
家 族 1 医 过 族 ， 糖 家 族 要 PRPP) 
Glu .Cln、Pro、 Ala、Val、 Leu Ser、Cly 、Cys Asp、Asn、Met、 Phe Tyr、Trp His 
Arg 、Lys*# Thr Ile 、Lys*# 


当 一 种 氨基 酸 被 合成 后 ,一 方面 可 以 作为 朝 肽 .多肽 和 蛋白质 合成 的 原料 , 另 一 方面 还 可 以 作为 
生物 体内 多 种 生物 活性 物质 的 前 体 表 31-2)。 当 这 些 活性 物质 不 能 正常 合成 的 时 候 ,可 导致 机 体 病变 。 


上 表 31-2 氨基 酸 的 衍生 物 及 其 生物 功能 





衍生 物 氨基 酸 前 体 主要 功能 
肉 碱 Lys 脂肪 酸 跨 线粒体 内 膜 的 转运 
肌 酸 磷酸 Gly,Arg 肌肉 细胞 内 的 能 量 贮存 
多 巴 胺 Tyr 神经 递 质 
肾上腺 素 和 去 甲 肾上腺 素 Tyr 激素 
GABA Glu 神经 递 质 
组 胺 His 血管 扩张 
黑色 素 Tyr 色素 ,保护 细胞 抗 紫外 
褪 黑 激 素 Trp 激素 ,促进 睡眠 和 生物 节律 
一 氧化 氮 Arg 信和 号 转 导 ,血管 扩张 
关 色 胶 Trp 血管 收缩 
甲状 腺 素 Tyr 激素 
生长 素 Trp 植物 激素 
乙烯 Met 植物 激素 
路 啉 Gly,Glu 血红 素 的 前 体 


推荐 网 址 : 

1. http :Jen.wikipedia.org/wiki/Urea_cycle (维基 百科 有 关 尿 素 循 环 的 内 容 ) 

2. http:/www.rpi.edu/deptbebp/molbiochem/MBWeb/mb2/partl/amino-htm (美国 伦 斯 勒 理 工学 院 的 一 个 
分 子 生物 化 学 课程 网 站 ,有 关 氮 基 酸 代谢 的 内 容 ) 

3. http:/themedicalbiochemistrypage.org/amino-acid-metabolism.html (完全 免费 的 医学 生物 化 学 课程 网 
站 ,有 关 氮 基 酸 代谢 的 内 容 ) 

4. http:/seqcore.brcf.med.umich.edu/mcb500/aasyl/aametab.html (美国 密歇根 大 学 医学 院 提 供 的 有 关 氮 
基 酸 代谢 的 内 容 ) 

5. http://web.virginia.edu/Heidi/ehapter26/chp26frameset.htm (美国 弗吉尼亚 大 学 生物 化 学 网 络 课程 ,有 
关 氮 基 酸 代谢 的 内 容 ) 
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味 叭 环 从 头 合成 各 
原子 来 源 记忆 秘诀 
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色 ”第 三 十 一 章 ” 核 苷 酸 代谢 


核 昔 酸 是 一 类 极为 重要 的 生物 小 分 子 , 它 除了 作为 核酸 的 基本 组 成 单位 以 外 ,还 有 一 些 特 殊 的 
功能 。 例 如 ,ATP 为 细胞 通用 的 能 量 货币 ,GTP 参与 依赖 于 G 蛋白 的 信号 转 导 。 已 发 现 人 类 很 多 遗 
传 性 疾病 与 核 昔 酸 代谢 异常 有 关 , 而 许多 碱 基 或 核 苷 类 似 物 以 及 其 他 抗 核 苷 酸 代谢 药物 ,被 广泛 用 
于 多 种 疾病 的 治疗 ,例如 AZT 治疗 艾滋 病 , 因 此 研究 核 苷 酸 代谢 以 及 相关 的 调控 机 制 具有 重要 意义 。 

本 章 将 主要 介绍 核 童 酸 的 合成 代谢 、 分 解 代谢 .相关 的 调控 机 制 以 及 多 种 抗 核 苷 酸 代谢 的 药物 在 
医学 中 的 应 用 。 


第 一 证 “” 核 苷 酸 的 合成 


几乎 所 有 的 生物 都 能 自身 合成 核 背 酸 ,而 合成 的 手段 包括 从 头 合 成 和 补救 合成 两 条 途径 。 其 中 ， 
从 头 合成 是 指 从 最 简单 的 小 分 子 , 如 CO 和 氨基 酸 开始 ,经 过 多 步 反 应 ,消耗 很 多 的 能 量 , 最 后 生成 核 
苷 酸 的 过 程 ;补救 途径 是 指 核 背 酸 部 分 降解 的 产物 (包括 核 背 和 碱 基 ) 被 循环 利用 ,重新 转变 成 核 苷 酸 
的 过 程 。 显 然 ,补救 途径 涉及 的 反应 和 能 耗 较 少 。 


一 、 核 苷 酸 的 从 头 合成 

(一 ) 味 吟 核 背 酸 的 从 头 合成 

尿酸 作为 鸟 类 味 叭 核 昔 酸 分 解 代 谢 的 终 产 物 , 还 保留 着 味 叭 环 的 核心 结构 ,其 难 溶 于 水 、 易 于 分 
离 的 性 质 使 它 非常 适合 用 于 研究 味 叭 核 昔 酸 的 从 头 合成 。 可 以 使 用 放射 性 同位 素 ,对 参与 味 吟 环 合 
成交 怀古 圳 大 二 村 不 未 灌 汪 二 地， waaasasaanaianionnioaceoeolaonanai 
对 尿酸 分 子 结构 的 贡献 ,在 此 基础 上 可 最 终 确定 叮 和 
吟 环 上 各 个 原子 的 来 源 。 天 冬 氢 本 -~ NTS GE 

John Buchanan 和 Robert Greenberg 就 各 自 使 了 性 要 人 
用 放射 性 同位 素 标记 的 小 分 子 营 养 物 喂养 何 子 , 通 。 N = 甲酸 -四 氧 叶酸 \ | 
过 分 析 铝 子 凌 便 中 尿酸 分 子 上 的 同位 素 分 布 ,率先 人 
确定 了 味 吟 环 上 各 原子 的 来 源 ( 图 32-1)。 

味 叭 核 青 酸 从 头 合成 的 小 分 子 前 体 包括 :CO,、 ”人 国 32-1 嘿 只 环 上 各 原 了 的 来 源 
Asp、GCly、GClh 和 N - 甲 酰 四 氧 叶酸 。 整 个 合成 途径 由 十 多 步 反 应 构成 ,有 些 反应 消耗 ATP 或 GCTP。 
现 分 别 加 以 叙述 。 

1. 5- 磷酸 核糖 -1-w- 焦 磷酸 (5-phosphoribosyl-1-w-pyrophosphate,PRPP) 的 形成 

这 是 一 步 核糖 被 活化 的 反应 ,由 磷酸 核糖 焦 磷 酸 激酶 (ribose-5-phosphate pyrophosphokinase) 众 化 ， 
此 酶 也 称 为 PRPP 合成 酶 (PRPP synthetase), 反 应 的 产物 为 PRPP。 作 为 主要 底 物 的 5- 磷酸 核糖 有 两 
种 来 源 ,一 是 来 自 磷 酸 戊 糖 途 径 ,二 是 来 自 核 苷 酸 的 降解 产物 一 一 1- 磷酸 核糖 的 异 构 化 。 

PRPP 是 一 种 极为 重要 的 代谢 中 间 物 , 它 不 仅 参 与 味 吟 核 苷 酸 和 喀 啶 核 苷 酸 的 从 头 合成 ,还 参与 
它们 的 补救 合成 ,此 外 , 它 还 参与 某 些 核 苷 酸 类 辅酶 (辅酶 1 和 I) 和 某 些 氨基 酸 (His 和 Trp) 的 合成 。 
因此 ,细胞 内 的 PRPP 的 浓度 受到 严格 的 控制 ,其 浓度 通常 较 低 。 能 够 抑制 PRPP 合 成 酶 活性 的 物质 有 : 
ADP.2,3- 二 磷酸 甘油 酸 `.AMP.GMP 和 IMP。 





磷酸 核糖 


上 Oo、_。 焦 厂 酸 激酶 -o 一 ?一 0 一 CH， 
(Mg )ATP 人 
-是 
OH OH AMP 丽 上 人 吕 


2. 5- 磷酸 -1-8- 核糖 胺 (5-phospho-1-8B-ribosylamine) 的 形成 

这 是 一 步 由 谷 所 酰胺 : PRPP 氨基 转移 酶 (Gln : PRPP amidotransferase) 催 化 的 反应 。 在 反应 中 ， 
PRPP 中 的 焦 磷 酸 基 团 被 Chn 侧 链 上 的 氨基 取代 。 与 此 同时 ,核糖 Cl 的 构 型 从 a 变 成 天 然 核 苷 酸 特 
有 的 B 型 。 





Gln:PRPP 
氨基 转移 酶 。 “ojPo 一 CH -0、 NBH， 
Gln 
PRPP+H)O 一 一 下 ”+PPi 
(Mg ) 
Ghu OH OH 
5-- 磷 酸 -1-p8- 核 糖 胺 


作为 味 叭 核 苷 酸 从 头 合成 的 限 速 步骤 ,该 反应 受到 高 度 的 调控 ,调节 的 方式 是 有 活性 的 单 体 和 无 
活性 的 二 聚 体 的 互 变 。 核 苷 酸 合成 的 中 间 产 物 IMP 和 终 产 物 [GMP 和 AMP) 促 进 单 体 向 二 聚 体 的 转变 ， 
而 反馈 抑制 此 步 反 应 ,反应 的 底 物 PRPP 则 激活 该 酶 的 活性 。 

3. 味 叭 核 苷 酸 的 形成 

在 5- 磷酸 -1-B8- 核糖 胺 生成 以 后 , 紧 接 着 将 再 发 生 9 步 反 应 才能 形成 味 叭 核 苷 酸 。 但 第 一 种 被 
合成 的 味 叭 核 苷 酸 却 是 次 黄 苷 酸 (IMP)。AMP 和 GMP 均 由 IMP 修饰 而 成 。 

在 从 IMP 转变 成 AMP 的 过 程 中 ,首先 是 IMP 与 Asp 在 腺 苷 酸 琥珀 酸 合成 酶 (adenylosuccinate 
synthetase) 催化 下 缩合 成 腺 苷 酸 琥珀 酸 ,同时 消耗 1 分 子 GTP; 随 后 在 腺 苷 酸 琥珀 酸 裂 合 酶 
(adenylosuccinate lyase) 催化 下 , 腺 苷 酸 琥珀 酸 裂 解 成 AMP 和 延 胡 索 酸 。 从 IMP 转变 成 GMP 的 过 程 中 , 则 
首先 是 在 次 黄 苷 酸 脱氧 酶 的 催化 下 ,IMP 被 氧化 成 黄 昔 酸 (XMP); 随 后 ,在 岛 苷 酸 合成 酶 的 催化 下 ,XMP 接 
受 Ghn 侧 链 上 的 氨基 (原核 生物 为 游离 的 氮 ), 形 成 GMP, 同 时 1 分 子 ATP 被 水 解 成 AMP 和 PPi( 图 32-2)。 

值得 注意 的 是 :无 论 是 IMP 转 变 为 AMP ,还 是 IMP 转 变 为 CGMP 都 是 消耗 高 能 磷酸 化 合 物 的 。 但 是 ， 
在 IMP 转变 为 AMP 的 反应 中 ,消耗 的 是 GTP ,而 在 IMP 转变 为 CGMP 的 反应 中 ,消耗 的 是 ATP。 交 又 
使 用 核 苷 三 磷酸 的 好 处 是 可 以 有 效 地 调节 细胞 内 [ GTP ] 和 [ ATP ] 之 间 的 比例 ,避免 两 者 浓度 的 失调 。 

(二 ) 喀 啶 核 苷 酸 的 从 头 合成 

喀 啶 核 苷 酸 从 头 合成 的 前 体 包 括 GlIn、CO, 和 Asp 等 。 它 与 味 叭 核 昔 酸 从 头 合成 至 少 有 两 个 显著 
的 差别 :中 味 叭 核 苷 酸 是 先 形成 B-N- 糖苷 键 , 然 后 再 逐步 形成 味 吟 环 。 而 喀 啶 核 背 酸 是 先 形成 喀 啶 
环 ,然后 再 与 PRPP 形成 B-N- 糖苷 键 ;@) 味 叭 核 苷 酸 从 头 合成 的 所 有 反应 都 是 在 细胞 质 基 质 内 发 生 
的 ,而 喀 啶 核 音 酸 从 头 合成 的 有 些 反应 则 发 生 在 线粒体 。 

以 UMP 为 例 , 喀 啶 核 昔 酸 的 从 头 合成 共有 6 步 反 应 (图 32-3), 现 分 述 如 下 : 

1. 氮 甲 酰 磷酸 的 合成 

这 是 一 步 由 氨 甲 酰 磷酸 合成 酶 开 (CPS-I) 催化 的 反应 ,是 哺乳 动物 喀 啶 核 苷 酸 从 头 合成 途径 的 
限 速 步骤 ,类 似 的 反应 已 在 尿素 循环 中 见 过 。 与 尿素 循环 中 的 氨 甲 酰 磷酸 的 合成 反应 不 一 样 的 是 : 
中 反应 场所 不 同 。 后 者 仅 发 生 在 肝 细胞 的 线粒体 基质 ,由 氨 甲 酰 磷酸 合成 酶 [催化 (CPS-T), 前 者 
发 生 在 大 多 数 细胞 的 细胞 质 基 质 ;@) CPS 的 调节 机 制 不 同 。CPS-I 受 到 N- 乙酰 谷 氮 酸 的 激活 ,而 
CPS-I 不 受 N- 乙酰 谷 氮 酸 的 影响 ,但 受到 UTP 的 反馈 抑制 ;@ 氮 基 供 体 不 同 。CPS-I 的 氨基 供 体 主 
要 来 自 Glu 的 氧化 脱 氮 ,而 CPS-I 的 氨基 供 体 来 自 Gln 的 酰胺 基 。 

2. 氨 甲 酰 天 冬 氮 酸 的 形成 





42. 


区 2EIMP 的 合成 


(CE 葬 这 步 反应 与 哪 一 
条 代谢 途径 中 的 哪 一 步 反应 
相似 ? 


细胞 内 次 黄 苷 酸 
转变 成 乌 苷 酸 和 腺 苷 酸 为 什 
么 要 放 到 核 彰 单 磷酸 的 水 
平 ,而 不 放 到 核 苷 三 磷酸 的 
水 平 ? 


味 叭 核 苷 酸 和 喀 
了 啶 核 苷 酸 从 头 合成 的 共同 前 
体 有 哪些 ? 
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在 味 叭 核 背 酸 和 喀 
啶 核 苷 酸 从 头 合成 中 ,最 先 
合成 的 核 苷 酸 各 是 哪 一 种 ? 
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这 一 步 反 应 由 天 冬 氨 酸 转 氨 甲 酰基 酶 (ATC) 催 化 ,产物 为 氮 甲 酰 天 冬 氨 酸 ,细菌 中 此 步 反 应 为 限 

3. 二 氧 乳 清 酸 (dihydroorotate) 的 形成 

这 是 一 步 分 子 内 的 缩合 反应 ,由 二 氢 乳 清 酸 酶 (dihydroorotase) 催化 , 氮 甲 酰 天 冬 氨 酸 经 脱水 闭环 
形成 二 氧 乳 清 酸 。 

4. 乳 清 酸 (orotate) 的 形成 

这 一 步 反 应 由 二 氢 乳 清 酸 脱 氢 酶 催化 。 在 真 核 细胞 中 ,该 酶 位 于 线粒体 内 膜 。 二 氧 乳 清 酸 经 脱 
氢 反 应 转变 为 乳 清 酸 ,NAD- 为 电子 受 体 。 

5. 乳 清 苷 酸 (orotidylate,OMP) 的 形成 

这 一 步 反 应 与 味 叭 核 苷 酸 的 补救 途径 相似 ,在 乳 清 酸 磷酸 核糖 转移 酶 (orotate phosphoribo- 
syltransferase) 的 催化 下 , 乳 清 酸 与 PRPP 反应 形成 乳 清 苷 酸 。 

6.UMP 的 形成 

这 是 一 步 脱 羧 反应 ,由 乳 清音 酸 脱羧 酶 催化 ,产物 为 UMP。 

现 已 明确 ,哺乳 动物 细胞 催化 前 三 步 反 应 的 酶 , 即 CPS- I、ATC 和 二 和 氢 乳 清 酸 酶 位 于 同一 条 多 
肽 链 上 ,是 一 种 多 功能 酶 。 与 此 相 类 似 的 是 ,催化 反应 5 和 反应 6 的 酶 , 即 乳 清 酸 磷酸 核糖 转移 酶 和 
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OMP 脱羧 酶 也 位 于 同一 条 多 肽 链 上 。 
胞 苷 酸 由 屎 苷 酸 衍 生来 ,在 转变 之 前 ,UMP 需要 转变 成 UTP, 后 者 在 CTP 合成 酶 的 催化 下 ,转变 
成 CTP, 反 应 式 为 :UTP+Gln+ATP 一 -一 CTP+Glu+ADP+Pi。 


二 、 核 苷 酸 的 补救 合成 

核 苷 酸 在 降解 过 程 中 不 断 产 生 碱 基 或 核 昔 ,细胞 有 时 会 利用 现成 的 碱 基 或 核 苷 重新 合成 核 苷 酸 
不 仅 能 够 节约 时 间 ,还 能 节省 能 量 , 因 此 ,补救 途径 的 重要 性 不 亚 于 从 头 合成 。 有 证 据 表 明 , 脑 细胞 主 
要 通过 补救 途径 合成 味 叭 核 苷 酸 。 另 外 , 据 估 计 约 90 多 的 味 叭 碱 基 可 用 于 补救 合成 。 

(一 ) 味 叭 核 背 酸 的 补救 合成 

有 两 类 酶 可 参与 味 吟 核 苷 酸 的 补救 合成 :一 类 属于 味 叭 碱 基础 酸 核糖 转移 酶 ,需要 味 叭 碱 基 和 
PRPP。 它 们 包括 腺 味 叭 磷酸 核糖 转移 酶 (adenine phosphoribosyltransferase,APRT) 和 次 黄 味 叭 - 乌 味 
叭 磷酸 核糖 转移 酶 (hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase,HGPRT), 这 两 种 酶 分 别 用 于 AMP 
和 IMP/GMP 的 补救 合成 。 另 一 类 包括 核 苷 磷酸 化 酶 和 核 苷 激酶 ,其 中 核 苷 磷酸 化 酶 可 将 碱 基 和 1- 
磷酸 核糖 转变 为 核 昔 , 核 苷 激酶 再 将 核 苷 直接 激活 为 核 昔 酸 。 


腺 味 叭 +FPRPP -人 ER 


鸟 味 叭 /次 黄 味 哈 +PRPP 
(二 ) 喀 啶 核 苷 酸 的 补救 合成 





AMP+PPi 
HGPRT 





GCMP/IMP+PPi 


参与 喀 喧 核 苷 酸 补救 合成 的 酶 主要 有 核 苷 磷酸 化 酶 和 核 背 激酶 (如 胸 背 激酶 )。 许 多 核 苷 类 药物 
都 是 通过 此 途径 在 细胞 内 转变 为 相应 的 核 苷 酸 的 。 





(2 


试 总 结 一 下 ,到 现 
在 为 止 你 接触 过 多 少 种 多 功 
能 酶 ? 
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此 外 ,类 似 于 APRT 或 HGPRT 的 喀 啶 磷酸 核糖 转移 酶 (pyrimidine phosphoribosyltransferase) 也 可 
以 催化 喀 啶 核 苷 酸 的 补救 合成 。 


碱 基 +1- 磷酸 核 精 -En 


核 苷 +Pi 
核 苷 +ATP - 核 阁 激 队 


核 苷 酸 +ADP 





三 、 核 苷 二 磷酸 (NDP) 和 核 苷 三 磷酸 (NTP) 的 合成 


在 核 苷 单 磷酸 激酶 (nucleoside monophosphate kinases) 的 催化 下 ,NMP 可 被 激活 为 NDP, 不 同 的 


NMP 激酶 对 碱 基 的 特异 性 不 同 ,但 对 成 糖 无 特异 性 , 即 不论 是 核糖 还 是 脱氧 核糖 。 例 如 , 腺 苷 酸 激 酶 
作用 于 AMP 和 dAMP , 乌 苷 酸 激酶 则 作用 于 CGMP 和 dGMP。 


AMP+ATP -有 和 汪 本 流 了 





2ADP 
CMP+ATP 汪汪 





GDP+ADP 
而 核 苷 三 磷酸 的 合成 则 应 分 别 考虑 :ATP 可 以 通过 底 物 水 平 的 磷酸 化 、 氧 化 磷酸 化 和 光合 磷酸 化 
直接 生成 ,而 一 部 分 GTP 也 可 以 在 TCA 循环 中 通过 底 物 水 平 磷酸 化 直接 产生 ,其 他 NTP 是 在 核 背 二 


磷酸 激酶 (nucleotide diphosphate kinase) 的 催化 下 形成 的 。 与 核 苷 单 磷酸 激酶 不 同 的 是 , 核 苷 二 磷酸 
激酶 对 碱 基 和 戊 糖 (核糖 还 是 脱氧 核糖 ) 均 无 特异 性 。 


NITP+N2DP 人 NIDP+N2TP 
在 有 氧 条 件 下 ,细胞 内 的 ATP 浓度 远 远 高 于 其 他 几 种 核 苷 三 磷酸 ,因此 ,作为 磷酸 供 体 的 核 苷 酸 
几乎 全 是 ATP。 


、 脱 氧 核 苷 酸 的 合成 


细胞 是 先 合成 核糖 核 苷 酸 ,后 由 核糖 核 苷 酸 还 原 成 脱氧 核 苷 酸 。 这 是 支持 “RNA 世界 ”假说 的 一 
个 重要 证 据 。 八 化 脱氧 核 苷 酸 合成 的 酶 是 核 昔 酸 还 原 酶 (riibonuleotide reductase), 已 发 现 有 三 类 : 
第 一 类 分 布 最 广 ,存在 于 绝 大 多 数 生 物 中 ,其 底 物 为 NDP( 图 32-4), 因 此 又 称 为 NDP 还 原 酶 。 这 


类 酶 的 反应 机 制 涉 及 活性 中 心 的 一 个 以 自由 基 形 式 存在 的 酷 氨 酸 残 基 , 还 需要 一 个 双 铁 氧 桥 (diferric 
oxygen bridge) 的 帮助 ,以 维持 上 述 自由 基 的 再 生 。 


O O NADPH NADP， O O 
-1 | 证 4EO_ | | 
有 O、 碱 基 一 O、 碱 基 
DO- O H 五 0 O 古 ， 下 
卫 NDP 还 原 酶 酝 
HO HO 世 
NDP dNDP 


四 种 NDP 


CDP 
AMP.GMP,UMP 
CIP 


个 32-4， 脱氧 核 苷 酸 的 合成 


第 二 类 存在 于 蓝 细菌 、. 某 些 细菌 和 小 眼 虫 (Eusglena) 等 生物 中 ,其 底 物 为 NTP ,利用 脱氧 腺 苷 钴 胺 
素 产生 催化 性 的 自由 基 。 


第 三 类 仅 发 现在 兼 性 和 专 性 厌 氧 菌 中 ,其 底 物 为 NTP ,利用 S- 腺 苷 甲 硫 氨 酸 和 一 个 铁 硫 中 心 ,在 
一 个 Gly 残 基 上 产生 催化 性 的 自由 基 。 
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以 大 肠 杆菌 的 NDP 还 原 酶 为 例 , 在 反应 中 NDP 被 还 原 成 dNDP, 直 接 的 还 原 剂 为 硫 氧 还 蛋白 
(thioredoxin), 而 最 终 的 还 原 剂 为 NADPH。 其 中 NADPH 在 硫 氧 还 蛋白 还 原 酶 (thioredoxin reductase) 的 
催化 下 ,负责 还 原 性 硫 氧 还 蛋白 的 再 生 ( 图 32-5)。 

NDP 还 原 酶 的 作用 机 制 可 分 为 以 下 几 步 (图 32-6)GD3'- 核 苷 酸 自由 基 的 形成 ,自由 基 从 R2 亚 单 
位 的 Tyr 残 基 (Y) 转 移 到 核糖 的 3- 碳 上 ;G@) 脱 水 ,来 自 R1 亚 单位 的 一 个 Cys 开 基 上 的 氢 与 核糖 2'- 
产 基 缩合 成 水 ;3)3'- 核 背 酸 自由 基 的 再 生 , 另 一 个 Cys 残 基 殖 基 上 的 氧 转移 到 核糖 环 上 ,同时 在 上 述 
两 个 Cys 残 基 之 间 形 成 二 硫 键 ;@Tyr 自由 基 的 再 生 , 自由 基 从 核糖 的 3'- 碳 转移 到 Tyr 残 基 上 ,以 形 





硫 氧 还 蛋白 硫 氧 还 蛋白 NDP 还 原 酶 
还 原 酶 








32-6 NDP 还 原 酶 的 作用 机 理 
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G2 


核 苷 酸 类 辅酶 的 生 
物 合 成 
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成 稳定 的 dNDP;G@dNDP 被 释放 ,二 硫 键 被 硫 氧 还 蛋白 或 谷 氧 还 蛋白 (glutaredoxin) 还 原 成 自由 的 琉 基 。 
NDP 还 原 酶 的 活性 受到 严格 的 调控 ,dNDP 的 合成 通常 在 真 核 细胞 细胞 周期 中 的 G 后 期 进行 。 
产 基 脲 (hydroxyurea) 是 NDP 还 原 酶 的 特异 性 抑制 剂 , 它 可 以 有 效 地 抑制 dNDP 的 合成 ,从 而 达到 
阻 断 DNA 复制 的 目的 。 


五 、 胸 苷 酸 的 合成 

胸 苷 酸 是 在 胸 昔 酸 合 酶 (thymidylate synthase) 的 催化 下 ,由 dUMP 甲 基 化 而 成 , 甲 基 供 体 为 Y ， 
N"- 亚 甲 基 四 氧 叶酸 (图 32-7)。 习 ,N“- 亚 甲 基 四 氧 叶酸 供出 亚 甲 基 以 后 转变 为 二 氧 叶酸 ,二 氧 叶酸 
再 被 NADPH 还原 成 四 氧 叶酸 。 四 和 氢 叶 酸 则 在 丝氨酸 转 羟 甲 基 酶 的 催化 下 ,与 丝氨酸 反应 重新 转变 为 
N,V"- 亚 甲 基 四 氧 叶酸。 由 此 可 见 ,细胞 是 先 有 RNA 特有 的 碱 基 U, 后 有 DNA 特有 的 碱 基 T, 这 可 
被 视 为 "RNA 世界 "假说 的 又 一 个 重要 证 据 。 


中] 上 
了 下 
脱氧 核糖 -5 一 磷酸 脱氧 核糖 -5 一 磷酸 
胸 苷 酸 
dUMP 合 dTMP 
和 卫 
0 汪汪 
| | K 生 
6 一作 10N__ 
也 








dUMP 由 dUTP 水 解 而 成 ,dUTP 酶 CdUTPase) 催化 此 反应 ,反应 式 为 :dUTP 一 dUMP + PPi。 由 
于 反应 产生 的 PPi 受 焦 磷 酸 酶 的 作用 会 迅速 水 解 ,使 反应 非常 有 利于 dUMP 的 形成 。 于 是 ,细胞 内 的 
[dUTP ] 甚 低 , 这 就 减少 了 它 在 DNA 复制 中 参 和 到 DNA 链 上 的 可 能 性 。 

细胞 生成 dUTP 有 两 条 途径 。 其 一 是 UMP 一 UDP 一 dUDP 一 dUTP; 其 二 是 由 dCTP 脱 氮 而 成 (图 
32-4)。 


六 、 核 苷 酸 类 辅酶 的 合成 
NAD” NADP" FAD 和 CoA 四 种 辅酶 的 分 子 结构 之 中 均 含 有 核 苷 酸 成 分 ,它们 在 体内 的 合成 与 相 
关 维 生 素 的 生理 功能 紧密 相连 。 


框 32-1 生化 聚焦 一 一 吻 菌 体 对 宿主 菌 内 核 苷 酸 代谢 途径 的 改造 
在 一 些 噬菌体 的 基因 组 DNA 上 ,有 时 可 以 看 到 一 些 修饰 的 碱 基 。 两 种 常见 的 修饰 碱 基 是 U 和 5- 
产 甲 基 尿 喀 啶 (hydroxymethyuracil,hmU)。 例 如 ,枯草 杆菌 的 PBS2 鸣 菌 体 基 因 组 DNA 上 完全 用 吉 代 替 


了 T, 而 大 肠 杆 菌 T4 吻 菌 体 基因 组 DNA 上 含有 大 量 的 hmU 代替 工 。 这 些 哦 菌 体 这 么 做 的 目的 是 保护 
自己 的 基因 组 免 受 宿主 细胞 编码 的 限制 性 内 切 酶 对 其 进行 水 解 。 假 如 T4 喉 菌 体 DNA 上 没有 这 些 修 饰 
碱 基 时 ,其 上 的 GAATTC 很 容易 被 大 肠 杆 菌 编码 的 限制 性 内 切 酶 EcoR I 识 别 并 切割 ,但 如 果 工 换 成 了 
hmU, EcoR I 不 能 被 识别 了 。 
但 吻 菌 体 DNA 上 的 U 和 hmU 是 如 何 参 人 的 呢 ? 原来 两 种 哦 菌 体 基因 组 编码 了 几 种 酶 ,对 宿主 细胞 
内 原 有 的 核 昔 酸 合成 代谢 途径 进行 了 改造 。 改 造 的 目的 是 降低 宿主 细胞 内 dTTP 的 水 平 ,同时 提高 dUTP 
或 hmdUTP 的 水 平 ,这 样 dUTP 和 hmdUTP 在 噬菌体 DNA 复制 的 时 候 , 可 代替 dTTP 直接 参 人 到 DNA 
分 子 之 中 。 例 如 ,T4 吻 菌 体 编 码 一 种 dTTP 酶 ,可 将 dTTP 水 解 成 TMP 和 PPi, 而 PPi 很 容易 被 宿主 细 
胞 内 的 焦 磷 酸 酶 降解 成 Ri。 此 外 ,T4 鸣 菌 体 还 编码 一 种 抑制 蛋白 ,阻止 HUMP 变 成 dTMP。 再 如 ,PBS2 
鸣 菌 体 不 仅 编码 一 种 将 dCTP 脱 氨基 成 dUTP 的 酶 ,还 编码 一 种 催化 dTMP 水 解 成 TdR 的 梅 (图 32-8)。 

















() 含 有 hmU 的 DNA 叹 菌 体 (2) 含 有 的 DNA 喉 菌 体 
dUTP dTTP CDP 一 一 dCDP 一 一 dCTP 
NHs 
UDP 一 一 4dUDP j 狼 PPi dTDP 八 ppi UDP 一 一 4UDP 一 一 dUTP 
dCMP 一 一 dUMP 一 一 阻 断 一 一 dTMP dUMP 一 一 dTMP 一 一 dTDP 一 一 dTTP 
CEH=FH。 Pi 
hmdUMP 一 一 hmdUDP 一 一 hmdUTP TdR 


侠 32-8 ， 鸣 菌 体 对 宿主 菌 核 苷 酸 合成 代谢 途径 的 改造 


第 二 节 ， 核 苷 酸 合成 的 调节 


细胞 内 核 苷 酸 的 合成 受到 严格 的 调控 。 调 控 的 主要 目的 是 保持 细胞 内 各 种 核 苷 酸 之 间 的 浓度 平 
衡 , 这 对 于 维持 DNA 复制 和 转录 的 忠实 性 十 分 重要 (参看 第 三 十 三 章 “DNA 复制 ” )。 调 控 的 主要 手段 
是 终 产物 的 反馈 抑制 。 


一 、 味 叭 核 昔 酸 合成 的 调节 
味 叭 核 苷 酸 从 头 合成 途径 中 受到 调节 的 酶 有 :PRPP 合成 酶 . 谷 氨 酰 胺 : PRPP 氨基 转移 酶 、 腺 苷 


NAN 


5-- 杰 酸 核糖 ,加 | PRPPV | 磷酸 核 精 胶 BIMP 


IMP、AMP、GMP 
抑制 


32-9 ， 嘲 叭 核 背 酸 合成 的 调节 


O) 

S 

让 | 依 
站 
政 
有 
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IMP、AMP 和 GMP 既 能 反馈 抑制 PRPP 合成 酶 的 活性 ,又 能 抑制 谷 氨 酰 胺 : PRPP 氨基 转移 酶 的 
活性 。 而 作为 底 物 的 PRPP 激活 谷 氨 栈 胺 : PRPP 氨基 转移 酶 的 活性 ,从 而 直接 启动 了 味 吟 核 苷 酸 的 
从 头 合成 途径 。 
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IMP 作为 味 吟 核 苷 酸 合成 的 重要 分 支点 ,其 后 的 两 条 支 路 分 别 合成 AMP 和 GMP ,而 AMP 和 GMP 
分 别 抑制 两 条 支 路 的 限 速 酶 , 即 腺 苷 酸 琥珀 酸 合成 酶 和 次 黄 苷 酸 脱氧 酶 ,这 又 是 反馈 抑制 的 一 个 实 
例 。 此 外 ,如 前 面 所 述 , 从 IMP 到 CGMP 和 AMP 交叉 消耗 ATP 和 CTP 也 是 一 种 内 在 的 调节 机 制 。 


二 、 喀 喧 核 苷 酸 合成 的 调节 


为 什么 细菌 选择 细菌 和 哺乳 动物 在 喀 啶 核 苷 酸 合成 的 调节 位 点 上 并 不 相同 , 现 分 别 介绍 。 

ATC 哺乳 动物 选择 CPS-II 作 、 or 

为 大寺 装 成 哮 喧 被 郑 玻 的 风 (1) 细菌 ”细菌 喀 啶 核 背 酸 合成 的 限 速 酶 为 ATC ,其 中 CTP 和 UTP 为 它 的 反馈 抑制 剂 ,ATP 为 别 
速 酶 ? 构 激 活 剂 (参看 第 十 二 章 “ 酶 活性 的 调节 ”)。 


(C2) 哺乳 动物 “CPS-I[ 是 哺乳 动物 喀 啶 核 音 酸 合成 的 限 速 酶 , 它 一 方面 受 UDP 或 UTP 的 抑制 , 另 
一 方面 受 PRPP 的 激活 。EGF 能 诱导 CPS-I 的 磷酸 化 ,降低 其 对 UTP 抑制 的 敏感 性 ,但 却 也 增强 了 其 
对 PRPP 激活 的 敏感 性 。 此 外 , 乳 清 苷 酸 脱羧 酶 也 是 一 个 调节 位 点 ,其 活性 受到 UMP 的 抑制 。 


三 、 脱 氧 核 苷 酸 合成 的 调节 

脱氧 核 苷 酸 合成 的 调节 极为 巧妙 和 精细 ,其 调控 位 点 为 核 苷 酸 还 原 酶 , 现 以 大 肠 杆菌 的 NDP 还 原 
酶 为 例 ,详细 介绍 此 酶 的 调控 机 制 。 

大 肠 杆 菌 的 NDP 还 原 酶 由 R1 和 R2 两 个 亚 单位 组 成 ,其 中 Rl1 由 2 个 a 亚 基 组 成 ,R2 由 2 个 B 
亚 基 组 成 图 32-10)。 每 个 & 亚 基 含 有 1 个 特异 性 位 点 (specificity site,S 位 点 ) 和 1 个 活性 位 点 (aetivity 
site,A 位 点 )。a 亚 基 和 B 亚 基 之 间 的 颖 隙 为 底 物 结合 位 点 。 

如 图 32-11 所 示 ,ATP 和 dATP 与 A 位 点 的 结合 分 别 开 启 和 关闭 还 原 酶 的 活性 ,ATP、dATP .dGTP 
和 dTTP 与 $ 位 点 的 结合 则 控制 哪 一 种 NDP 与 底 物 结合 中 心 结 合 。 










特异 性 位 点 
(ATP,dATP， 
dGTP.dTTP) ， 


DNA 
底 物 结合 中 心 ”复制 


(ADP,GDP.UDP,CDP) 





R2(2 个 B) 亚 基 


转 32_10 大 肠 杆菌 的 NDP 还 原 酶 的 结构 模型 {Voet 等 ,2011) ”图 32_11 核 音 酸 还 原 酶 活性 的 调节 机 制 


在 细胞 能 量 状态 较 高 的 情况 下 ,ATP 与 A 位 点 结合 以 打开 还 原 酶 的 活性 ,同时 ATP 与 $ 位 点 的 
结合 促使 CDP 或 UDP 与 底 物 结合 中 心 的 结合 ,致使 [ dCDP ] 和 [ dUDP ] 升 高 。dCDP 和 dUDP 通过 前 
面 所 述 的 反应 转变 成 dTTP。 当 [ dTTP ] 上 升 到 一 定 程度 时 ,就 会 占据 S 位 点 ,促使 CDP 与 底 物 结合 位 
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点 的 结合 , 即 GDP 一 dGCDP 一 dGTP。 当 [ dcGTP ] 上 升 到 一 定 程 度 时 ,就 会 占据 S$ 位 点 ,促进 ADP 与 底 
物 结合 位 点 的 结合 ,ADP 一 4ADP 一 dATP。 当 [ dATP ] 上 升 到 一 定 程度 时 ,就 取代 A 位 点 上 的 ATP， 
从 而 关闭 还 原 酶 的 活性 。 


第 三 节 ” 核 苷 酸 的 分 解 


在 核 苷 酸 酶 (nucleotidase)、 核 苷 酶 (nucleosidase) 或 核 苷 磷酸 化 酶 (nucleoside phosphorylase) 的 依 
次 催化 下 , 核 苷 酸 可 分 解 成 碱 基 和 核糖 ( 核 灶 磷 酸 ), 碱 基 可 以 进一步 分 解 ,核糖 则 可 进入 糖 代谢 。 


一 、 味 叭 核 苷 酸 的 分 解 
图 32-12 为 味 叭 核 苷 酸 在 昆虫 . 肘 行 类 、 鸟 类 和 灵 长 类 动物 细胞 内 的 降解 情况 :首先 在 核 苷 酸 酶 的 
催化 下 , 味 吟 核 苷 酸 脱 去 磷酸 成 为 味 叭 核 苷 。 随 后 在 味 叭 核 背 磷酸 化 酶 的 催化 下 , 味 叭 核 苷 变 为 味 叭 。 











GMP IMP AMP 
核 音 酸 本 
NHL 
鸟 音 次 黄 昔 腺 苷 
| “一 筷 半 大 酸化 谓 三 
癌 NHL 
oO 
| C、 AN 
HNC、C ANS HT 89” 
1 | C SG 
次 黄 味 叭 


尿酸 


叭 核 苷 酸 循环 (purine nucleotide cycle) (图 
32-13):AMP 在 腺 苷 酸 脱 氨 酶 的 催化 下 转 
变 为 IMP,IMP 经 过 腺 苷 酸 理 珀 酸 再 转变 
成 AMP。 这 种 循环 能 提高 延 胡 索 酸 的 浓 
度 ,增强 TCA 循环 ,产生 更 多 的 ATP 以 满 
足 肌 细 胞 的 需要 。 

尿酸 的 形成 是 在 黄 味 叭 氧化 酶 
(Cxanthine oxidase) 的 催化 下 ,由 黄 味 叭 
直接 氧化 而 成 。 黄 味 叭 氧化 酶 是 一 种 黄 
图 32-13 嘻哈 核酸 特 环 酶 ,含有 FAD、 人 金属 钼 和 铁 硫 中 心 ,其 底 
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(GET 还 有 哪 一 种 酶 也 含 ”，” 物 包括 次 黄 味 叭 和 黄 味 叭 .在 反应 中 ,0:; 为 电子 受 体 ,H:0; 为 还 原 产物 ,进入 尿酸 的 氧 来 自 水 分 子 (图 
有 钼 原子 ? 


32_14)。 
O> 这 O 
et T 9- 和 
是 站 下 oa 
下 
呈 E 】 
由 -天 
RE 酶 : 钼 : 底 物 复合 物 尿酸 
(Mo -一 钼 完全 被 氧化 ) (Mo 一 钼 完全 被 还 原 ) 


酶 : 钼 复合 物 


图 32-! 14” 黄 味 叭 氧化 酶 催化 反应 的 机 理 


但 尿酸 并 非 所 有 动物 味 吟 碱 基 分 解 的 终 产物 (图 32-15)。 大 多 数 哺乳 动物 在 尿酸 氧化 酶 (urate 
oxidase) 的 催化 下 ,将 尿酸 进一步 氧化 成 尿 吉 素 (allantonin), 而 硬 骨 鱼 体内 的 尿 圳 素 酶 (allantoinase) 则 
将 尿 圳 素 水 解 成 尿 圳 酸 (alantoate)。 两 栖 动物 和 软骨 鱼 体 内 的 尿 圳 酸 酶 (allantoicase) 还 可 将 尿 圳 酸 
水 解 成 乙 醛 酸 和 尿素 ,而 海洋 无 脊椎 动物 体内 的 脲酶 则 将 尿素 完全 水 解 为 NH3。 


(D) 相 1/2 0， O 几 
一 CN 二 0 NH) 有 SS 一 ANN NH， Coo” NH， 
中 人 0 2 世 ce 环 半 厂 有 
一 OH ES 六 ss SS 
~、 尿酸 氧化 酶 oO NA 、N 0 拘 - N7 et 点 AU AN 
HO 下 洒 
尿酸 尿 误 素 尿 囊 素 尿 事 酸 
总 夺 燃放 娄 、 大 多 数 哺乳 动物 硬 肯 外 
H2O 2HO 2CO 
(3) NHD coo- NH， 2 乙 醛 酸 NED (4) 2 2 
。 2 由 十 2 尿素 大生 4NH3 
人 中 
6 WA“BANA 澡 o4 、NH， EN So 海洋 无 脊椎 动物 
于 H 
尿 诈 素 尿素 
两 栖 动 物 
软骨 鱼 


32-15 ”尿酸 的 进一步 分 解 


二 、 喀 喧 核 苷 酸 的 分 解 

喀 喧 核 苷 酸 的 分 解 代谢 途径 与 味 叭 核 苷 酸 相 似 ( 图 32-16): 首 先 在 核 苷 酸 酶 及 核 苷 磷酸 化 酶 的 催 
化 下 ,依次 除去 磷酸 和 核糖 ,生成 的 喀 啶 碱 基 再 进一步 分 解 。 分 解 代 谢 过 程 中 有 脱 氮 基 、 氧 化 `. 还 原 及 
脱羧 基 等 反应 。 胞 喀 啶 经 脱 氨基 反应 转变 为 尿 喀 啶 。 尿 喀 啶 和 胸腺 喀 啶 则 先 在 二 氢 旷 啶 脱氧 酶 的 催 
化 下 ,被 NADPH 分 别 还 原 为 二 氧 尿 喀 喧 和 二 氧 胸腺 喀 啶 。 二 氢 喀 啶 酶 (dihydropyrimidinase) 催化 喀 
喧 环 水 解 ,分 别 生成 B- 丙 氨 酸 和 B- 氨基 异 丁 酸 (8B-aminosiobutyrate)。B- 丙 氨 酸 和 B- 氨基 异 丁 酸 可 
在 B- 腺 基 丙 酸 酶 0B-ureidopropionase) 转 氨 酶 和 脱氧 酶 催化 下 继续 分 解 ,最 后 产生 丙 酰 -CoA 或 甲 基 
丙 酰 -CoA。B- 氨基 异 丁 酸 亦 可 随 尿 直接 排出 体外 。 
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32-16 ，” 喀 啶 核 苷 酸 的 分 解 


第 四 节 “” 几 种 与 核 苷 酸 代 谢 相 关 的 疾病 


1. 痛风 

痛风 (gout) 是 尿酸 过 量 产 生 或 者 尿酸 排泄 不 畅 造成 的 一 种 疾病 ,其 临床 特征 为 高 尿酸 血 症 
(hyperuricemia) 和 反复 发 作 的 急性 单一 关节 炎 。 由 于 尿酸 或 尿酸 盐 的 溶解 度 有 限 , 当 其 在 血浆 中 的 浓 
度 超过 某 临 界 值 约 576 上 molL) 的 时 候 , 极 易 形成 结晶 ,并 沉积 在 关节 、 软 组 织 和 肾 等 处 ,导致 关节 炎 、 
尿 路 结石 和 肾病 等 。 

参与 味 叭 核 苷 酸 代谢 的 PRPP 合成 酶 、 谷 氮 酰 胺 : PRPP 氨基 转移 酶 或 HGPRT 的 缺陷 均 可 以 诱发 
痛风 。PRPP 合成 酶 和 谷 氨 酰 胺 : PRPP 氨基 转移 酶 是 味 叭 核 苷 酸 从 头 合成 的 限 速 酶 ,这 两 种 酶 的 任何 
一 种 若 发 生 突变 ,会 使 它们 对 反馈 抑制 不 再 敏感 ,引起 味 叭 核 苷 酸 过 量 合成 ,从 而 导致 尿酸 水 平 异 常 。 

HGPRT 的 缺陷 与 痛风 之 间 的 关系 尚 没有 完全 确定 ,但 一 种 可 能 的 解释 是 :HGPRT 能 够 消耗 
PRPP ,降低 PRPP 的 浓度 。 若 这 种 酶 有 缺陷 ,一 方面 味 叭 核 苷 酸 合成 的 补救 途径 受阻 ,而 减少 了 味 叭 
碱 基 的 消耗 , 另 一 方面 PRPP 浓度 的 升 高 可 激活 其 从 头 合成 途径 ,而 增加 了 味 叭 碱 基 的 合成 。 这 两 个 
方面 都 增加 体内 味 叭 碱 基 的 量 , 从 而 使 尿酸 的 水 平 上 升 。 

临床 上 治疗 痛风 的 特效 药物 是 别 味 叭 醇 (allopurinol), 它 是 黄 味 叭 氧化 酶 的 一 种 自杀 型 抑制 剂 。 
当 它 在 细胞 内 被 黄 味 叭 氧化 酶 氧化 成 别 黄 味 叭 (alloxanthine) 以 后 ,就 与 酶 的 活性 中 心 紧密 结合 从 而 
强烈 抑制 了 它 的 活性 ,这 样 可 以 有 效 地 抑制 了 尿酸 的 产生 (图 32-17)。 此 外 , 别 嗓 叭 醇 还 可 以 与 PRPP 
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HGPRT 缺乏 为 何 
能 够 导致 高 尿酸 奋 症 ? 
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二 黄 味 叭 
妆 站 氧化 酶 HN SN 
全 ，》 
四 N O N N 
正 
别 味 叭 醇 别 黄 味 叭 
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反应 生成 别 味 吟 核 苷 酸 ,消耗 PRPP, 从 而 阻止 PRPP 对 谷 氮 酰 胺 :PRPP 氨基 转移 酶 的 激活 。 

2. 严重 联合 免疫 缺陷 病 (severe combined immunodeficiency,SCID) 

SCID 是 腺 苷 脱 氮 酶 (adenosine deaminase,ADA) 单 个 基因 突变 引起 的 。 患 者 的 免疫 反应 几乎 完全 
丧失 ,必须 生活 在 无 菌 的 环境 中 ,任何 病原 体 的 感染 都 可 能 是 致命 的 。ADA 的 缺陷 能 导致 SCID 的 发 
生 , 是 因为 缺乏 ADA 使 细胞 内 的 dATP 急剧 升 高 。 高 浓度 的 dATP 与 核 背 酸 还 原 酶 的 A 位 点 结合 , 关 
闭 该 酶 的 活性 ,使 细胞 内 dNDPs 不 能 有 效 地 合成 ,这 必然 影响 到 细胞 内 DNA 的 复制 (图 32-18)。 


脱氧 腺 苷 dAMP 一 一 一 一 dATP 浓度 升 高 
ADA 
缺陷 天 
脱氧 肌 苷 da 
@ dGDP dGTP DNA 
cm dCDP dCTP 复制 受阻 
W dTTP 
dNTP NO 


受 ADA 突变 影响 最 深 的 是 白细胞 ,因为 任何 免疫 反应 的 发 生 都 需要 白细胞 的 分 裂 , 而 细胞 分 裂 之 前 
DNA 首先 需要 复制 , 当 白 细胞 因为 DNA ee 效 分 裂 以 后 ,免疫 反应 也 就 无 从 谈 起 了 。 

当今 SCID 的 治疗 除了 骨 艇 移植 和 基因 治疗 (用 正常 的 4D4 基因 代替 有 缺陷 的 4D4 基因 ) 以 外 ， 
尚 没有 其 他 有 效 的 方法 。 虽 然 世 界 上 第 一 次 成 功 的 基因 治疗 就 是 应 用 在 SCID 上 ,但 基因 治疗 费用 晶 
贵 ,成 功率 不 高 ,一 时 还 难以 推广 。 

3. Lesch-Nyhan 综合 征 

Lesch-Nyhan 综合 征 得 名 于 一 名 医学 院 的 学 生 Michael Lesch 和 他 的 导师 William Nyhan, 他 们 于 
1964 年 最 早报 道 了 这 种 疾病 。Lesch-Nyhan 综合 征 是 一 种 隐 性 的 性 连锁 遗传 性 疾病 ,此 病 患者 几乎 都 
是 男性 ,女性 仅 为 携带 者 。 该 病 的 病因 是 由 于 HGPRT 有 缺陷 造成 的 。Leseh-Nyhan 综合 征 的 主要 证 
状 包括 :高 尿酸 血 症 \ 肌 强直 ,智力 迟钝 和 自残 等 。 

4. 乳 清 酸 尿 症 

乳 清 酸 尿 症 (orotic aciduria) 是 一 种 比较 罕见 的 遗传 性 疾病 , 主要 症状 为 尿 中 有 大 量 乳 清 酸 重度 
贫血 和 生长 迟缓 。 其 病因 是 催化 喀 啶 核 苷 酸 从 头 合成 的 一 种 双 功 能 酶 有 缺陷 ,这 种 酶 同时 具有 乳 清 


酸 磷酸 核糖 转移 酶 和 OMP 脱羧 酶 的 活性 。 
临床 使 用 尿 喀 啶 或 尿 苷 治疗 ,因为 尿 喀 啶 或 尿 苷 在 细胞 内 经 补救 途径 生成 UMP, 可 抑制 CPS-I 
活性 ,减少 乳 清 酸 的 产生 。 


第 五 节 ”常见 的 抗 核 苷 酸 代谢 药 物 


核 苷 酸 作为 DNA 和 RNA 合成 的 前 体 ,其 在 细胞 内 的 代谢 情况 可 直接 影响 到 DNA 的 复制 和 转录 ， 
进而 影响 到 细胞 的 分 裂 。 

抗 核 苷 酸 代谢 类 药物 是 一 些 参与 核 音 酸 生物 合成 的 天 然 代谢 物 的 类 似 物 ,它们 通常 作为 竞争 性 
抑制 剂 或 自杀 性 底 物 ,抑制 核 昔 酸 合成 的 某 一 种 酶 ,干扰 或 阻 断 核 苷 酸 的 合成 ,从 而 阻 断 DNA 的 复制 
和 转录 ,致使 细胞 的 分 裂 受到 抑制 。 

瘤 细 胞 的 生长 和 分 裂 十 分 迅速 ,因此 对 核 苷 酸 的 需求 比 一 般 细胞 要 大 得 多 ,它们 对 核 苷 酸 合 成 抑 
制剂 的 作用 就 更 为 敏感 ,这 就 商定 了 癌症 化 疗 的 生化 基础 。 

抗 核 苷 酸 代谢 类 药物 除了 可 用 于 治疗 癌症 以 外 ,还 经 常 作 为 抗 病毒 的 药物 。 

1. 叶酸 类 似 物 

如 前 面 所 述 ,在 味 叭 核 苷 酸 的 从 头 合成 途径 中 , 由 转 甲 酰 酶 催化 的 反应 需要 No_ 甲 酰 四 氢 叶 
酸 , 胸 音 酸 合成 需要 Nm,N'%_ 亚 甲 基 四 氢 叶 酸 ,这 两 种 形式 的 四 氢 叶 酸 前 体 都 是 二 氢 叶 酸 。 从 二 和 氢 
叶酸 转变 为 四 氢 叶 酸 需要 二 氢 叶 酸 还 原 酶 ,叶酸 类 似 物 是 二 氢 叶 酸 还 原 酶 的 抑制 剂 ,如 氨基 蝶 叭 
(aminopterin)\ 氨 甲 蝶 叭 (methotrexate,MTX) 和 甲 氧 茶 氨 喀 啶 (timethoprim), 其 中 氨基 蝶 哈 和 氮 甲 蝶 叭 
是 哺乳 动物 细胞 二 氧 叶酸 还 原 酶 的 抑制 剂 ,临床 上 被 用 于 多 种 癌症 的 治疗 ,而 甲 氧 茶 氨 喀 啶 是 细菌 二 
氢 叶 酸 还 原 酶 的 抑制 剂 ,是 一 种 抗菌 药 。 
ee ER 

重 所 丝氨酸 2 核 苷 酸 生 物 合成 有 好 几 种 酶 以 Gln 为 底 物 , 包 

人 括 谷 氨 酰 胺 : PRPP 氨基 转移 酶 . 鸟 音 酸 合成 酶 

CPS-I 和 CTP 合成 酶 等 。 可 作为 抗生素 使 用 的 重 

人 Z69 。 氮 丝 氨 酸 (azaserine) 和 6- 重 氨 -5- 氧 - 正 亮 氨 酸 
-N 一 N 一 CH 一 C 一 CH 一 CH 一 CH 一 C 

| | \o- “6-diazo-5-oxonorleucine) 在 结构 上 是 谷 氨 栈 胺 的 


| 
O “NH3 


谷 氨 酰胺 类 似 物 (图 32-19)。 它们 能 够 抑制 这 几 种 酶 的 活性 ， 
g 从 而 阻 断 细菌 核 苷 酸 的 合成 。 
肖 庆 三 一 CH 一 CH 一 CH 一 这 3. 碱 基 类 似 物 
mi 等 (1) 味 叭 类似 物 有 6- 莹 基 味 叭 (6-mercap- 


topurine) 6- 琉 基 乌 味 叭 (6-mercaptoguanine) 和 
本 8- 毛 杂 和 鸟 嘲 叭 (azaguanine) 等 (图 32-20), 它们 
在 细胞 内 经 补救 途径 转变 为 相应 的 核 苷 酸 类 似 物 ,通过 三 种 方式 来 抑制 味 吟 核 苷 酸 的 合成 :四 抑制 
IMP 一 AMP 或 GMP;@) 竞 争 性 抑制 HGPRT, 阻 断 味 叭 核 苷 酸 的 补救 合成 ;抑制 谷 氨 酰 胺 :PRPP 氮 
基 转 移 酶 的 活性 。 其 中 6- 琉 基 味 叭 被 长 期 用 于 儿童 白血病 的 治疗 ,治愈 率 从 最 初 的 4% 左右 提高 到 
80% 以 上 。 

(2) 喀 喧 类似 物 “主要 有 5- 氟 尿 喀 啶 (5-fluorouracil,5-FU)、5- 氟 胞 喀 啶 (5-fluorocytosine) 和 5- 
氛 乳 清 酸 (5-fluroorotate) (图 32-21), 但 以 5-FU 最 常用 。 

5-FU 在 细胞 内 经 补救 途径 转变 为 5- 氟 尿 苷 酸 (5-FUMP)。5-FUMP 是 胸 背 酸 合 酶 的 自杀 型 底 物 ， 
可 不 可 斤 地 抑制 该 酶 的 活性 ,从 而 阻 断 体内 胸 昔 酸 的 合成 ,达到 抑 癌 的 效果 。 
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叶酸 类 似 物 会 影响 
哪些 核 苷 酸 的 生物 合成 ? 
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32-20 ” 味 叭 类 似 物 


本 章 小 结 填 填 看 
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32-21 ” 喀 啶 类 似 物 
4. 核 背 类 似 物 
主要 有 3'- 赤 氮 胸 苷 (AZT)、 阿 拉 伯 糖 胞 背 (cytosine arabinose,araC) 和 双 脱 氧 肌 苷 (ddD) (图 32- 
22), 它 们 在 体内 经 补救 途径 分 别 转变 为 AZTPP .ddITP 和 araCTP ,然后 可 参 人 到 正在 合成 的 DNA 链 中 ， 
抑制 链 的 延伸 。 其 中 AZT 和 ddI 能 够 有 效 地 阻 断 HIV 病毒 的 逆转 录 , 已 成 为 治疗 艾滋 病 最 有 效 的 药 


物 之 一 ,而 araC 主要 用 于 急性 白血病 的 治疗 。 





32-22 ， 核 背 类 似 物 


5. 核 苷 酸 类 似 物 

理论 上 来 说 ,上 述 碱 基 类 似 物 和 核 苷 类 似 物 均 可 在 体外 制 成 相应 的 核 苷 酸 类 似 物 , 但 由 于 核 苷 
酸 类 似 物 带 有 高 度 的 负电 荷 , 难 以 进入 细胞 起 作用 ,因此 很 少 直接 使 用 核 苷 酸 类 似 物 作为 抗 癌 或 搞 
病毒 的 药物 。 


推荐 网 址 : 

1. http:Wthemedicalbiochemistrypage.org/nucleotide-metabolism.html( 完 全 免费 的 医学 生物 化 学 课程 网 站 ， 
有 关 核 苷 酸 代谢 的 内 容 ) 

2. http :Wlibrary.med.utah.edu/NetBiochem/pupyrpp.htm (美国 犹他 大 学 图 书馆 提供 的 有 关 核 苷 酸 代谢 的 
内 容 ) 

3. http :Woregonstate.edu/deptbiochem/hhmi/hhmiclasses/biochemy/lectnoteskga/2kjan31lecturenotes.html ( 美 
国 俄勒冈 州立 大 学 提供 的 有 关 核 苷 酸 代谢 的 内 容 ) 

4. http:/Wweb.virginia.edu/Heidi/ehapter27/chp27frameset.htm (美国 弗吉尼亚 大 学 生物 化 学 网 络 课程 ,有 
关 核 苷 酸 代 谢 的 内 容 ) 
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人 ”代谢 生物 化 学 思考 题 


1. 某 些 生活 在 严寒 地 带 的 植物 能 够 通过 特殊 的 产 热机 制 将 雪 融 化 。 经 研究 发 现 ,其 体内 并 没有 解 偶 联 蛋白 ,但 构成 
它 的 呼吸 链 的 复合 体 I 有 “替补 " ,如 果 使 用 替补 的 复合 体 工 , 则 发 现 其 ATP 产 率 降 低 。 你 认为 这 些 植物 是 如 何 产 热 的 ? 
你 又 如 何 设计 一 个 实验 证 明 你 的 解释 ? 

2. 当 分 别 将 ?H-NADH 和 “"“C-NADH 加 到 含有 线粒体 的 细胞 抽取 液 中 ,你 认为 经 过 一 段 时 间 以 后 ,线粒体 基质 中 会 有 
放射 性 吗 ? 为 什么 ? 

3. 假定 你 在 pH 7.0 的 无 营养 溶液 中 ,分 离 得 到 一 种 大 肠 杆菌 。 这 些 大 肠 杆菌 细胞 因为 完全 没有 营养 而 不 能 合成 
ATP。 如 果 你 突然 在 溶液 中 加 入 盐酸 ,使 溶液 的 pH 下降 到 4.0, 那 么 细胞 内 的 ATP 水 平 会 有 什么 变化 ? 这 种 变化 是 暂时 
的 还 是 持续 的 ? 为 什么 ? 

4. 预测 下 列 突变 对 肝 细 胞 糖 酵 解 速率 的 影响 如 何 。 

GD) PFKI1 失去 ATP 的 别 构 位 点 。 

(2) PFK1 失去 柠檬 酸 结 合 位 点 。 

(3) 2,6- 二 磷酸 果糖 双 功 能 酶 失去 磷酸 酶 结构 域 。 

(4) 丙酮 酸 激酶 失去 1,6- 二 磷酸 果糖 结合 位 点 。 

(5) PFK1 的 ATP 别 构 位 点 结合 ATP 的 亲 和 性 提高 。 

5. 一 个 新 来 的 田径 教练 上 任 后 ,要 求 他 的 短跑 运动 员 改 吃 低糖 ,高 蛋白 的 食物 。 结 果 不 久 之 后 运动 员 成 绩 开 始 下 降 。 
这 个 教练 员 的 对 于 食物 的 建议 有 何 问题 ? 

6. 根据 柠檬 酸 合 酶 的 催化 机 理 , 你 认为 当 生物 进化 到 某 个 阶段 ,是 否 会 出 现 一 种 能 同时 将 乙酰 -CoA 分 子 中 高 能 硫 酯 
键 重新 转化 成 ATP (与 琥珀 酸 硫 激 酶 相似 ) 的 柠檬 酸 合 酶 ? 以 这 种 方式 恢复 能 量 对 三 羧 酸 循环 的 热力 学 有 何 影 响 ? 

7. 在 大 量 的 丙 二 酸 存在 下 ,将 [ 甲 基 -“C ] 丙 酮 酸 加 入 到 分 离 的 肝 细胞 中 ,经 过 一 段 时 间 以 后 ,从 肝 细 胞 中 分 离 的 异 柠 
檬 酸 在 C2 和 C5 位 置 被 同位 素 标记 。 对 此 结果 , 试 给 予 解释 。 


和 
ER 
1 


OH 


8. 有 许多 遗传 性 代谢 缺陷 与 糖 原 代谢 有 关 。 有 一 位 病人 在 短暂 的 禁 食 后 , 患 低 血糖 证 ,他 不 能 进行 长 时 间 的 运动 。 
病人 的 肌 糖 原 是 正常 的 ,但 他 的 肝 糖 原 比 正常 人 要 高 许多 ,尽管 它 的 结构 似乎 是 正常 的 。 你 认为 哪 三 种 酶 的 缺乏 可 能 导致 
上 述 症 状 ? 需要 做 何 种 实验 加 以 验证 ? 

9. 以 下 显示 的 是 几 种 中 间 代 谢 酶 催化 反应 的 底 物 浓度 与 反应 速率 的 曲线 ,曲线 中 的 化 合 物 是 别 构 效应 物 。 试 根据 曲 
线 , 写 出 催化 反应 的 酶 . 底 物 和 产物 。 
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10. 脂肪 酸 的 氧化 是 如 何 被 调控 的 ? 请 解释 机 体 为 什么 不 在 脂肪 酸 的 活化 或 B 氧化 中 ,选择 一 步 反 应 作为 调节 位 点 ? 
11. 离 体 的 心肌 细胞 在 缺乏 葡萄 糖 和 脂肪 酸 的 情况 下 ,如 果 提 供 乙酰 乙酸 也 能 正常 地 收缩 。 
(1) 乙酰 乙酸 是 如 何 充当 代谢 燃料 的 ? 
(2) 即使 提供 大 量 的 乙酰 乙酸 ,其 进入 三 羧 酸 循环 的 速率 也 会 逐步 下 降 ,除非 同时 提供 一 定量 的 丙酮 酸 。 为 什么 ? 
12. 一 个 学 生 有 只 吃 奇数 碳 链 脂肪 酸 的 习惯 ,后 来 医生 发 现 他 缺乏 维生素 Bo, 因 此 要 他 停止 这 种 不 良 习惯 ,直到 维 生 
素 Bu 缺乏 症 治愈 以 后 。 请 问 医生 这 种 治疗 方案 的 生化 依据 是 什么 ?维生素 B, 缺乏 会 对 脂肪 酸 代谢 造成 什么 后 果 ? 
13. 某 些 植物 的 次 生 代谢 物 一 一 羟基 柠檬 酸 被 用 做 减肥 药物 。 
CH: 一 COO- 
HO 一 C 一 COO- 
HO 一 CH 一 COO- 
羟基 柠檬 酸 
(1) 这 种 化 合 物 能 够 抑制 柠檬 酸 裂 合 酶 的 活性 ,你 认为 抑制 属于 哪 一 种 形式 ? 
(2) 为 什么 柠 榜 酸 裂 合 酶 活性 的 抑制 能 够 阻止 糖 转变 成 脂肪 ? 
(3) 你 认为 在 体内 还 有 哪些 化 合 物 的 合成 受到 羟基 柠檬 酸 的 抑制 ? 为 什么 ? 
14. 正如 大 多 数 其 他 的 氨基 酸 一 样 , 苏 氨 酸 在 体内 的 分 解 代谢 可 用 来 支持 机 体 在 饥饿 状态 下 的 生存 ,而 偶数 脂肪 酸 做 
不 到 ? 为 什么 ? 奇数 脂肪 酸 有 同样 的 效果 吗 ? 
15. 预测 下 列 突变 对 胆固醇 代谢 和 脂 代谢 会 带 来 什么 影响 。 
(1) 肉 碱 : 软 脂 酰 转移 酶 I 对 丙 二 酸 单 酰 -CoA 不 再 敏感 。 
(2) 将 HMC-CoA 还 原 酶 上 磷酸 化 的 位 点 (一 个 特殊 的 Ser 残 基 ) 替换 成 Ala。 
(3) 过 量 表达 SREBP 上 的 碱 性 螺旋 - 环 - 螺旋 结构 域 (无 跨 膜 螺旋 )。 
(4) 肝 细 胞 组 成 型 表达 LDL 受 体 
(5) 使 森 檬 酸 不 能 与 乙酰 CoA 羧 化 酶 结合 
16. 有 两 组 实验 大 鼠 , 在 一 个 月 内 分 别 喂食 两 种 不 同 的 脂肪 酸 作为 唯一 的 碳 源 。 第 一 组 喂食 的 是 正 庚 酸 ,第 二 组 喂食 
的 是 正 辛 酸 。 在 一 个 月 之 后 ,发 现 两 组 大 鼠 有 很 大 的 差别 :第 一 组 大 鼠 表现 得 很 健康 ,体重 还 有 增加 ;第 二 组 肌肉 萎缩 无 力 ， 
体重 减轻 。 试 解释 导致 这 两 组 大 鼠 出 现 这 些 差 异 的 原因 。 
17. 将 脂肪 酸 合 酶 能 被 纯化 到 均一 状态 后 , 先 与 乙酰 -CoA 和 [ “C ] 标 记 的 丙 二 酸 单 酰 -CoA 保温 ,但 无 NADPH ,然后 
将 过 量 的 [“c ] 标 记 的 丙 二 酸 单 酰 -CoA 透析 除去 ,再 添加 没有 被 同位 素 标记 的 丙 二 酸 单 酰 -CoA 和 NADPH。 
(1) 为 什么 第 一 步 不 加 NADPH ? 
(2) 软 脂 酸 上 的 哪些 C 被 同位 素 标记 ? 
18. 将 纯化 的 谷 氨 酸 转氨酶 透析 ,可 用 来 去 除 与 酶 结合 的 磷酸 吡 哆 醛 (PLP)。 但 是 ,PLP 与 这 种 酶 的 解 离 非常 慢 。 然 而 ， 
如 果 在 酶 液 中 加 入 Glu, 就 可 提高 PLP 与 酶 的 解 离 速率 ,为 什么 ? 
19. 在 人 禁 食 的 最 初 几 天 ,N 排泄 提高 ,高 于 正常 水 平 。 在 几 周 以 后 ,N 排泄 下 降 到 最 低 水 平 ,而 且 会 继续 下 降 。 然 而 
在 脂肪 储备 用 完 以 后 ,N 排泄 又 开始 上 升 到 较 高 的 水 平 。 
(1) 何 种 因素 诱发 N 排泄 的 升 高 ? 
(2) 为 什么 几 周 后 N 排泄 开始 下 降 ? 
(3) 为 什么 脂肪 耗 尽 后 N 排泄 又 开始 升 高 ? 
20. 如 果 味 叭 核 苷 酸 在 从 头 合成 的 时 候 有 “N-Asp, 那 么 在 新 合成 的 ATP 和 GTP 分 子 中 ,什么 位 置 会 被 同位 素 标记 ? 
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第 三 十 六 章 ，DNA 转录 忆 第 四 十 章 ”蛋白质 的 翻译 后 加 工 及 其 定向 和 分 拣 名 第 四 十 四 章 重组 DNA 技术 
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分 子 生 物 学 内 容 简介 及 学 习 方 法 


从 本 篇 开始 ,接触 到 的 知识 实际 上 属于 分 子 
生物 学 的 内 容 。 我 个 人 认为 ,本 部 分 的 内 容 是 生 
物化 学 中 逻辑 性 最 强 的 部 分 ,因此 ,如 果 方 法 得 
当 , 可 以 达到 良好 的 学 习 效果 。 要 学 好 这 部 分 的 
内 容 ,最 重要 的 几 点 应 该 是 理解 整合 .比较 和 归 
纳 。 因 为 这 一 部 分 的 内 容 是 围绕 “中 心 法 则 ” 展 
开 的 ,死记 的 内 容 大 大 减少 ,学 习 的 目的 就 是 要 
搞 清 楚 “一 个 中 心 ”(DNA) 和 “两 个 基本 点 ”(RNA 
和 蛋白质 ) 之 间 内 在 的 逻辑 关系 。 在 学 习 中 ,一 
定 要 将 它们 作为 一 个 整体 来 看 ,一 环 套 一 环 , 同 
时 注意 科学 家 们 在 揭示 一 些 重要 发 现 的 时 候 所 
使 用 的 各 种 方法 ,不 时 间 问 自己 :如 果 我 自己 遇 
到 该 怎么 办 ? 例如 ,在 学 习 DNA 复制 的 一 般 特征 
的 时 候 , 基 本 上 每 一 要 点 的 背后 都 隐藏 着 设计 巧 
妙 的 实验 ,从 Meselson 和 Stahl 设计 的 被 誉 为 生 
命 科学 中 最 美丽 的 实验 , 即 证 明 Watson 和 Crick 
提出 的 半 保 留 复制 的 实验 ,到 Okazaki 设计 的 证 
明 DNA 复制 是 半 不 连续 的 实验 。 每 一 个 实验 设 
计 得 都 很 巧妙 ,简直 就 像 创作 一 件 精 美 绝伦 的 艺 
术 品 ! 我 们 在 学 习 的 时 候 ,除了 要 搞 清 楚 这 些 实 
验 的 结果 与 得 出 的 结论 之 间 的 逻辑 关系 之 外 ,更 
需要 理解 这 些 实验 设计 的 思路 ,以 便 为 将 来 自己 
做 科研 的 时 候 能 从 中 得 到 宝贵 的 借鉴 。 老 师 在 授 
课 的 时 候 , 要 多 多 介绍 相关 的 背景 故事 , 以 使 同 
学 更 容易 理解 基于 这 些 实验 设计 而 衍生 出 来 的 
分 子 生物 学 真 诺 。 总 之 ,归纳 起 来 有 以 下 几 点 : 

1. 注意 将 细菌 古 菌 和 真 核 生物 进行 比较 

无 论 是 细菌 古 菌 ,还 是 真 核 生 物 ,它们 都 要 
进行 DNA 复制 .转录 、 转 录 后 加 工 、 翻 译 等 基本 的 
生命 过 程 ,这 些 过 程 既 有 相同 之 处 ,也 有 许多 差 
异 。 在 学 习 的 时 候 , 时 刻 要 留意 将 三 大 生命 系统 
进行 全 面 的 比较 ,特别 需要 注意 的 是 ,在 诸多 分 
子 生物 学 过 程 和 机 制 中 , 古 菌 更 接近 真 核 生物 。 
例如 :细菌 没有 组 蛋白 和 核 小 体 结构 ,但 许多 古 
菌 与 真 核 生 物 有 组 蛋白 和 核 小 体 结 构 。 再 如 : 
在 学 习 弱 化 子 机 制 的 时 候 ,要 注意 这 种 机 制 是 
原核 系统 特有 的 , 真 核 系统 没有 。 那 么 ,为 什么 


真 核 系统 不 可 能 有 这 种 调控 系统 呢 ? 如 果 能 借 
鉴 此 类 方法 去 学 习 的 话 , 那 所 有 的 内 容 就 活 了 ， 
将 它们 串 在 一 起 理解 要 比 孤 立地 记忆 强 得 多 ! 

2. 注意 将 细胞 中 相关 的 分 子 机 制 进行 比较 

细胞 内 的 很 多 分 子 机 制 是 很 相似 的 ,这 就 需 
要 我 们 在 学 习 的 时 候 ,将 相关 联 的 分 子 机 制 放 在 
一 起 去 领会 .理解 。 如 DNA 复制 和 DNA 转录 ,两 
者 有 很 多 共同 的 性 质 :都 需要 解 链 ,合成 的 方向 
都 是 从 5 一 3' ,都 遵循 Watson 和 Crick 碱 基 配 对 
原则 。 当 然 ,在 意识 到 这 些 共 同性 质 的 时 候 , 也 不 
能 忽视 它们 的 差别 :DNA 复制 需要 引物 ,RNA 不 
需要 ;DNA 聚合 酶 通常 具有 自我 校对 能 力 ,RNA 
聚合 酶 没有 。 这 里 更 要 明白 为 什么 会 有 这 些 差 
异 , 为 什么 允许 有 这 些 差异 ? 

3. 以 “中 心 法 则 ”为 核心 ,“ 碱 基 互 补 配对 ” 
和 "蛋白质 与 核酸 之 间 的 相互 作用 ”为 主线 ,巧妙 
地 利用 "外 因 与 内 因 关 系 ” 的 理论 ,全面 理 解 分 子 
生物 学 的 机 制 

分 子 生物 学 的 核心 内 容 是 所 谓 的 "中心 法 
则 ”, 即 生物 体内 的 三 种 生物 大 分 子 一 -DNA、 
RNA 和 和 蛋白 质 之 间 的 关系 。 其 中 涉及 遗传 信息 
的 复制 .损伤 修复 重组、 转录 、 逆 转录 、 转 录 后 加 
工 和 翻译 等 。 这 些 过 程 总 是 涉及 蛋白 质 和 核酸 
分 子 之 间 的 相互 作用 ,以 及 碱 基 互 补 配 对 ,因此 ， 
掌握 蛋白 质 和 核酸 分 子 之 间 相 互 作用 的 规律 以 
及 碱 基 互补 配对 的 原则 ,对 于 深入 理解 分 子 生 物 
学 的 各 种 机 制 和 原理 至 关 重 要 。 另 外 ,细胞 内 的 
很 多 机 制 都 可 以 使 用 哲学 中 “外因 ” 和“ 内因” 关 
系 理论 进行 理解 ,掌握 这 一 点 非常 重要 。 例 如 ， 
理解 DNA 复制 为 什么 具有 固定 的 起 点 ? 这 涉及 
DNA 复制 起 始 区 和 复制 起 始 蛋白 之 间 的 相互 作 
用 ,在 这 里 可 以 将 DNA 复制 起 始 区 看 成 “内 因 ”， 
复制 起 始 蛋 白 (大肠 杆菌 为 DaaA 蛋白 ) 看 成 “外 
因 ”"。 按 照 " 内 因 ” 和 ”外因 ”之 间 的 关系 原则 , 即 
“内 因 ” 是 变化 的 根据 “外 因 ” 是 变化 的 条 件 ,“ 外 
因 ” 需 要 通过 "内因 ”起 作用 ,DNA 复制 区 所 具有 
的 特殊 序列 是 DNA 复制 具有 固定 起 点 的 根本 原 


因 , 即 “内 因 ”, 但 仅 有 它 是 不 够 的 ,还 需要 识别 这 
种 特殊 序列 的 蛋白 质 , 它 就 是 “外 因 ”, 正 是 它们 
之 间 的 相互 作用 才 使 得 DNA 复制 能 从 固定 的 起 
点 开始 。 

4. 注意 掌握 各 种 研究 方法 的 原理 及 其 应 用 

分 子 生 物 学 的 发 展 是 与 研究 方法 的 进步 分 
不 开 来 的 ,而 反 过 来 它 的 发 展 又 使 得 人 们 能 提出 
和 发 明 新 的 研究 手段 。 两 者 之 间 相 互 依存 ,相互 
促进 。 因 此 ,在 学 习 各 章节 内 容 的 时 候 ,对 于 分 子 
生物 学 家 在 研究 各 种 分 子 机 理 时 所 使 用 的 方法 
要 充分 理解 。 例 如 ,对 参与 DNA 复制 的 各 种 蛋白 
质 和 酶 的 鉴定 ,主要 是 利用 DNA 复制 突变 体 的 互 
补 和 体外 复制 系统 的 重建 两 种 方法 。 互 补 的 原理 
是 利用 某 种 野生 型 的 蛋白 质 , 去 恢复 特定 的 DNA 
复制 缺陷 突变 体 的 复制 功能 ,从 而 确定 参与 复制 
的 蛋白 质 。 重 建 的 原理 是 在 较为 简单 的 体外 复制 
系统 (如 SV40 病毒 复制 系统 ) 中 , 先 人 为 去 掉 某 
种 成 分 ,致使 复制 不 能 正常 进行 ,然后 在 复制 系 
统 中 ,逐一 添加 分 步 收集 的 可 能 参与 复制 的 蛋白 
质 抽 取 物 ,检测 能 否 恢复 复制 活性 ,从 而 确定 复 
制 蛋白 。 有 时 ,添加 的 蛋白 质 可 能 来 自 于 其 他 物 
种 ,这 样 可 以 从 其 他 物种 中 ,找到 同 源 或 同 工 的 


蛋白 质 。 为 了 方便 理解 重建 的 原理 ,这 里 可 以 打 
一 个 比方 加 以 说 明 。 假 定 你 的 一 台电 脑 坏 了 一 个 
部 件 而 不 能 运转 ,那么 如 何 迅 速 找到 是 哪 一 个 部 
件 出 了 故障 呢 ? 这 时 可 以 用 类 似 重建 的 手段 来 
确定 :首先 将 一 台 运转 正常 的 电脑 的 各 个 部 件 拆 
开 , 显 然 来 自 这 人 台 正 常 电脑 内 所 有 的 部 件 都 应 该 
是 正常 的 (相当 于 野生 型 蛋白 质 )。 然 后 ,将 坏 掉 
的 电脑 逐一 取出 一 个 部 件 ( 如 内 存 条 或 主板 ), 再 
用 正常 电脑 的 相应 部 件 取 而 代 之 。 如 果 某 一 个 部 
件 经 过 替换 后 , 坏 的 电脑 恢复 正常 了 ,这 就 等 于 
找到 了 坏 的 部 件 ( 相 当 于 突变 型 蛋白 质 )。 这 两 种 
方法 对 于 参与 其 他 过 程 ( 如 信号 转 导 、 转 录 、 转 录 
后 加 工 、 翻 译 ` 细 胞 周期 的 调控 等 ) 的 蛋白 质 的 鉴 
定 也 很 有 帮助 。 例 如 ,为 了 找到 人 细胞 内 参与 细 
胞 周期 的 某 种 蛋白 质 ,可 先 将 酵母 细胞 内 一 种 与 
细胞 周期 有 关 的 蛋白 质 突变 ,这 样 的 酵母 细胞 周 
期 肯定 会 有 异常 。 然 后 ,将 人 细胞 内 各 种 可 能 与 
细胞 周期 有 关 的 蛋白 质 , 导 入 到 突变 的 酵母 细胞 
中 。 如 果 其 中 的 某 一 组 分 加 入 以 后 ,酵母 的 细胞 
周期 恢复 正常 ,那么 被 加 入 的 蛋白 质 极 有 可 能 就 
是 人 细胞 内 与 细胞 周期 有 关 的 蛋白 质 。 
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人 第 三 十 三 章 ”DNA 复制 


早 在 1945 年 ,生物 学 家 已 有 足够 的 证 据 证 明 DNA 是 生物 最 主要 的 遗传 物质 。 作 为 遗传 物质 的 
DNA 至 少 应 该 具有 两 个 最 基本 的 功能 :首先 是 高 度 精 确 的 复制 能 力 一 一 这 是 一 种 生物 能 将 其 遗传 信 
息 准 确 、 稳 定 地 进行 传递 的 前 提 。 其 次 是 具有 编码 蛋白 质 和 其 他 生物 分 子 的 能 力 一 一 这 是 细胞 行使 
其 全 部 功能 的 基础 。 

本 章 只 介绍 DNA 的 第 一 个 功能 ,将 重点 讨论 DNA 复制 的 一 般 特 征 、 参 与 DNA 复制 的 主要 酶 和 
蛋白 质 的 结构 与 功能 以 及 几 种 具有 代表 性 的 复制 模式 ,包括 细菌 染色 体 DNA 的 “8 复制 ` 真 核 细胞 核 
的 DNA 复制 线粒体 DNA 的 “D 环 复制 ` 某 些 病 毒 的 “ 滚 环 复制 ”和 古 菌 的 DNA 复制 ,并 对 DNA 复 
制 过程 中 表现 出 来 的 高 度 忠实 性 进行 总 结 。DNA 的 第 二 个 功能 将 在 DNA 转录 和 翻译 这 两 章 中 作 详 
细 的 介绍 。 





第 一 入 DNA 复制 的 一 般 特 征 


DNA 复制 既 可 以 发 生 在 原核 细胞 的 细胞 质 , 也 可 以 发 生 在 真 核 细 胞 的 细胞 核 . 叶 绿 体 或 线粒体 。 
不 同 的 复制 系统 具有 一 些 共 同 的 特征 ,它们 包括 : 

G) 以 亲 代 DNA 的 两 条 母 链 作为 模板 (template), 四 种 dNTP 为 前 体 ,还 需要 Mg”* 根据 DNA 的 
双 螺 旋 结 构 模 型 ,构成 双 螺 旋 的 两 条 互补 链 可 各 自作 为 另外 一 条 链 的 模板 ,按照 碱 基 互 补 配对 规则 ， 
复制 产生 新 的 DNA 分 子 。 在 复制 中 ,dATP .dGCTP .dCTP 和 dTTP 作为 构建 新 的 多 聚 脱氧 核 苷 酸 的 原料 。 

(2) 作为 模板 的 DNA 需要 解 链 ”作为 模板 的 碱 基 序 列 隐 藏 在 双 螺旋 结构 的 核心 ,因此 ,DNA 在 复 
制 的 时 候 , 必 须 进行 解 链 ,才能 暴露 出 内 部 的 模板 序列 ,同时 ,游离 出 原来 碱 基 对 之 间 的 氢 键 供 体 或 受 
体 ,为 建立 新 的 互补 碱 基 对 创造 条 件 。 

(3) 半 保 留 (semi-conservative) 复制 ”Watson 和 Crick 在 1953 年 提出 著名 的 DNA 双 螺 旋 结构 模型 
的 同时 ,对 DNA 复制 可 能 的 模式 曾 做 了 大 胆 的 预测 。 他 们 认为 ,DNA 复制 可 能 采取 的 是 一 种 半 保 留 方 
式 , 即 复制 的 时 候 , 亲 代 DNA 的 两 条 母 链 先 解 链 分 离 ,然后 分 别 作为 新 链 合成 的 模板 。 在 最 终 得 到 的 两 
个 子 代 DNA 分 子 中 ,一 条 链 是 新 合成 的 子 链 , 另 一 条 链 是 原来 的 母 链 , 换 句 话说 ,原来 作为 模板 的 两 条 
DNA 母 链 被 半 保 留 在 子 代 的 DNA 分 子 之 中 。 然 而 ,理论 上 讲 ,DNA 复制 还 可 能 采取 另外 两 种 方式 , 即 
全 保留 方式 和 弥散 性 (dispersive) 方 式 。 在 全 保留 方式 中 , 亲 代 的 两 条 DNA 链 被 完全 保留 在 一 个 子 代 
的 DNA 分 子 之 中 ,而 在 弥散 性 复制 中 ,来 自 亲 代 的 DNA 链 弥 散 性 地 分 布 在 子 代 DNA 的 任意 一 条 链 
之 中 (图 33-1)。 

1958 年 ,Matthew Meselson 和 Franklin Stahl 用 实验 证 明 ,细胞 内 DNA 的 复制 以 半 保 留 方式 进行 。 
该 实验 的 设计 思路 极为 巧妙 ,被 誉 为 生物 学 最 美丽 的 实验 ( 详 见 本 章 科 学 故事 ), 整 个 实验 流程 参见 
图 33-2, 具 体 步 又 是 : 先 将 大 肠 杆菌 置 于 2NH4CI 为 唯一 N 源 的 培养 基 上 连续 培养 十 多 代 , 以 使 胞 内 
DNA 分 子 上 所 有 的 N 原子 都 成 为 较 重 的 5N; 然 后 ,从 上 述 培养 基 中 收集 细菌 ,其 中 的 一 部 分 用 于 抽取 
DNA , 另 一 部 分 改 放 在 以 “NH4C1 为 N 源 的 培养 基 中 继续 培养 。 在 将 不 同 培养 代数 的 大 肠 杆 菌 进 行 收 

半 保 留 复 制 集 ` 裂 解 和 DNA 抽取 后 ,用 CsCl 密度 梯度 离心 的 方法 ,分析 各 代 DNA 在 离心 管 中 的 区 带 位 置 , 并 与 
二 区 浊 克 可 人 的 一 直 在 :SN 或 “N 培养 基 中 培养 的 大 肠 杆菌 (对 照 ) 的 DNA 区 带 位置 进 行 比较 ,结果 发 现 “0 代 ”DNA 
三 种 方式 为 1 条 高 密度 带 (DNA 2 条 链 上 的 N 原子 全 部 是 SN ,因此 两 条 链 都 是 重 链 , 即 HH-DNA,H 为 heavy 
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对 照 :一 直 在 连续 多 代 在 35N 培 
"4N 培 养 基 中 生 养 基 上 生长 的 大 
长 的 大 肠 杆 菌 肠 杆菌 (Fo 代 ) F 
裂解 细胞 ， 裂解 细胞 ， 
抽取 DNA 抽取 DNA 
CsCl 密 度 CsCl 密 度 
心 下 心 
NEN 
15NI5N 





转移 到 “N 培 养 基 上 继续 培养 
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转 33-2 Meselson 和 Stahl 的 证 明 DNA 半 保 留 复制 的 实验 流程 (Hartwell 等 ,2011) 


生长 代数 
0 H/H-DNA 


1.0 HL-DNA 


1.9 LAIL-DNA+HL-DNA 


Sagrawgams 


2.5 
3.0 


4.1 
0 与 1.9 
混合 





0 与 4.1 
混合 


候 33-3 Meselson 和 Stahl 的 实验 结果 


的 缩写 ),“ 第 1 代 " DNA 得 到 1 条 中 密度 带 (一 
条 链 为 重 链 , 另 一 条 链 为 轻 链 , 即 HIL-DNA, 工 
为 light 的 缩写 ), 而 “第 2 代 ?”DNA 有 中 密度 (H/ 
L-DNA) 和 低 密度 (LVL-DNA) 两 条 带 。 这 样 的 
结果 (图 33-3) 与 大 肠 杆菌 DNA 半 保 留 复制 的 
预期 结果 完全 一 致 ,因此 ,有 理由 相信 ,至 少 大 
肠 杆 菌 的 DNA 复制 是 半 保 留 复制 。 

(4) 需要 引物 DNA 复制 不 能 从 头 合成 ， 
只 能 在 事先 合成 好 的 引物 上 进行 链 的 延伸 。 
作为 引物 的 主要 是 短 的 RNA, 其 长 度 一 般 为 
6~15 nt, 少数 是 蛋白 质 。 但 如 果 在 体外 进行 
DNA 复制 ,如 PCR 和 双 脱 氧 法 测序 ,就 需要 使 
用 人 工 合 成 的 DNA 作为 引物 。 

(5) 复制 的 方向 始终 是 3 一 3'。 

(6) 具有 固定 的 起 点 ”体内 的 DNA 复制 


并 不 是 随机 启动 的 ,而 是 从 特定 的 区 域 开 始 , 即 具 有 固定 的 起 点 。 作 为 复制 起 点 的 碱 基 序列 被 称 为 复 


制 起 始 区 (origin)。 


复制 起 始 区 通常 具有 三 个 共同 的 特征 :中 由 多 个 短 的 重复 序列 组 成 ;@ 能 够 被 多 亚 基 的 复制 起 
始 区 结合 蛋白 识别 ;G@) 通 常 富 含 AT 碱 基 对 ,这 显然 有 利于 DNA 复制 启动 时 的 解 链 ,因为 AT 碱 基 对 含 


有 的 氢 键 数目 低 于 GCC 碱 基 对 。 


人 G3/ 


如 果 将 Meselson 
的 实验 步骤 改 成 : 先 在 “N 的 
培养 基 中 培养 ,然后 后 面 连续 
几 代 改 放 在 <N 的 培养 基 上 
培养 ,并 用 密度 梯度 离心 分 析 
各 代 DNA 的 条 带 变化 ,你 认 
为 这 样 仍 然 能 成 功 证 明 DNA 
半 保 留 复制 吗 ? 


你 认为 为 什么 DNA 
复制 需要 RNA 引物 ? 


试 设计 一 个 实验 ， 
证 明 DNA 复制 方向 总 是 从 
5 一 3。 
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转 33-4 复制 又 的 结构 
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细菌 DNA 复制 起 始 区 通常 只 有 一 个 ,而 真 核 生 物 有 多 个 复制 起 始 区 ,许多 古 菌 也 具有 多 个 复制 
起 始 区 。 每 一 个 复制 起 始 区 构成 一 个 最 小 的 复制 单位 一 一 复制 子 (replicon), 因 此 细菌 整个 染色 体 
DNA 就 是 一 个 复制 子 ,而 真 核 生 物 和 许多 古 菌 的 每 一 个 染色 体 DNA 就 有 几 个 或 多 个 复制 子 。 

当 DNA 复制 从 起 始 区 启动 的 时 候 , 起 始 区 因 发 生 解 链 而 形成 叉 状 结构 (图 33-4), 这样 的 结构 称 
为 复制 又 (replication fork)。 

(7) 多 为 双向 复制 ,少数 为 单 向 复制 ” 绝 大 多 数 DNA 的 复制 在 起 始 区 启动 以 后 , 便 “左右 开 弓 ”， 
向 两 个 方向 同时 展开 ,进行 双向 复制 (bidirectional)。 人 少数 DNA 的 复制 只 能 向 一 个 方向 进行 , 即 单 向 复 
制 。 进 行 双向 复制 的 DNA 在 复制 起 始 区 形成 2 个 复制 又 ,而 单 向 复制 的 DNA 只 有 1 个 复制 叉 。 

(8) 半 不 连续 性 (semi-discontinuous) 由 于 构成 DNA 双 螺 旋 的 两 条 链 呈 反 平 行 ,而 DNA 复制 的 
方向 只 能 是 $% 一 3' ,因此 ,一 个 复制 叉 内 发 生 的 DNA 复制 极 有 可 能 采取 的 是 一 种 半 不 连续 的 模式 , 即 
其 中 的 一 条 子 链 连 续 合 成 ,与 复制 叉 前 进 的 方向 相同 ,而 另 一 条 子 链 则 不 连续 合成 ,与 复制 又 前 进 的 
方向 相反 。 不 连续 合成 是 指 先 合成 一 些小 的 不 连续 的 片段 ,然后 再 将 这 些 不 连续 的 片段 连接 起 来 。 

首先 提出 半 不 连续 复制 的 ee 











是 Reiji Okazaki。 为 了 确定 大 脉冲 标记 -追踪 实验 
肠 杆菌 的 染色 体 DNA 复制 是 
不 是 以 这 种 方式 进行 ,1958 年 ， 加 入 大 量 的 在 不 同 的 时 段 ， 

RE 洒 加 H-dT 非 同 位 素 标记 的 dT 收集 大 肠 杆 菌 ， 
Okazaki 设计 了 脉冲 标记 (pulse 很 短 的 时 间 友 许 DNA 和 碱 
labeling) 和 脉 冲 追踪 (pulse (如 几 秒 钟 ) 继续 复制 人 
chase) 的 实验 ,其 中 脉冲 标记 的 受 T4 噬 菌 体感 

染 的 大 忆 杆 菌 

目的 在 于 即时 标记 在 特定 时 段 超 离 心 , 以 分 离 
内 合成 的 DNA, 而 脉冲 追踪 的 人 


目的 则 是 要 弄 清 那 些 被 标记 上 
的 DNA 片段 后 来 的 去 向 。 他 以 
大 肠 杆菌 染 色 体 的 DNA 复制 为 研究 对 象 ,实验 流程 参看 图 33-5。 结 果 表 明 ,染色 体 DNA 的 复制 
至 少 有 一 条 子 链 是 先 合成 短 的 DNA 片段 ,再 形成 较 长 的 分 子 ( 图 33-6)。 
为 了 纪念 Okazaki 在 DNA 复制 研究 中 的 杰出 贡献 ,人 们 将 在 复制 又 中 不 连续 合成 的 DNA 片段 
称 为 冈 崎 片段 (Okazaki fragments)。 而 按照 Okazaki 最 初 的 建议 ,连续 合成 的 DNA 子 链 称 为 前 导 链 
(leading strand), 不 连续 合成 的 子 链 称 为 后 随 链 (lagging strand) (图 33-7)。 


图 33-5 5 OKkazaki ki 的 脉冲 标记 和 脉冲 追踪 的 实验 






解 链 的 方向 


33-6 ，Okazaki 的 脉冲 标记 和 脉冲 追踪 的 实验 结果 分 析 





不 连续 合成 





余 33-7 DNA 的 半 不 连续 复制 
(9) 具有 高 度 的 忠实 性 DNA 复制 出 错 的 概率 很 小 ,其 忠实 性 明显 高 于 转录 .逆转 录 、RNA 复制 
和 翻译 。 之 所 以 DNA 复制 具有 高 度 的 忠实 性 ,是 因为 细胞 内 存在 着 一 系列 互补 的 校对 和 纠 错 机 制 。 
(10) 具有 高 度 的 进行 性 DNA 复制 的 进行 性 (processivity) 是 指 催化 DNA 复制 的 聚合 酶 从 与 模 
板结 合 到 与 模板 解 离 的 这 段 时 间 内 ,所 催化 参 人 到 DNA 子 链 上 的 核 背 酸 数目 。 细 胞 内 有 多 种 进行 性 
不 同 的 DNA 聚合 酶 ,但 参与 DNA 复制 的 一 定 是 进行 性 高 的 。 


第 二 节 参与 DNA 复制 的 主要 酶 和 和 蛋白质 


DNA 复制 是 在 一 系列 酶 和 和 蛋白质 的 催化 或 协助 下 完成 的 ,其 中 涉及 的 主要 酶 和 和 蛋白 质 有 DNA 聚 
合 酶 、DNA 解 链 酶 . 单 链 结合 蛋白 、DNA 拓扑 异 构 酶 、DNA 引发 酶 .切除 引物 的 酶 、DNA 连接 酶 、. 尿 喀 
喧 -DNA 糖苷 酶 和 端 聚 酶 等 , 现 分 别 介绍 如 下 。 


一 、DNA 聚合 酶 

DNA 聚合 酶 的 全 名 是 依赖 于 DNA 的 DNA 聚合 酶 (DNA-dependent DNA polymerase), 顾 名 思 义 就 
是 以 DNA 为 模板 ,催化 DNA 合成 的 聚合 酶 。 

DNA 聚合 酶 是 参与 DNA 复制 的 主要 酶 ,其 催化 的 反应 通 式 为 : 


引物 -OH + | 引物 -0-dNMP+(dNTP)，，+ PPi 
DNA 模板 `.Mg” 

反应 中 形成 的 焦 磷 酸 在 焦 磷 酸 酶 的 催化 下 迅速 水 解 ,使 得 聚合 反应 趋 于 完全 。 该 酶 的 许多 性 质 
直接 决定 了 DNA 复制 的 一 些 基 本 特征 。 例 如 ,该 酶 不 能 催化 DNA 的 从 头 合 成 决定 了 DNA 复制 需要 
引物 ,而 它 只 能 从 $ 一 3' 催 化 聚合 反应 决定 了 DNA 复制 的 单 向 性 。 

(一 ) 细菌 的 DNA 聚合 酶 

已 在 大 肠 杆菌 细胞 中 发 现 5 种 DNA 聚合 酶 , 即 DNA 聚合 酶 II 、 亚 JV 和 YV , 现 分 别 加 以 讨论 。 

1. 大 肠 杆菌 的 DNA 聚合 酶 [ 

DNA 聚合 酶 最 早 由 Arthur Kornberg 在 大 肠 杆 菌 中 发 现 。 在 1953 年 Watson 和 Crick 提出 DNA 双 
螺旋 模型 并 对 DNA 复制 的 可 能 机 制 做 出 预测 以 后 ,许多 生物 学 家 在 兰若 寻找 那 种 能 直接 催化 DNA 
复制 的 酶 。1957 年 ,Kornberg 在 大 肠 杆 菌 中 分 离 得 到 第 一 种 能 够 在 体外 催化 DNA 合成 的 酶 ,该 酶 
不 久 被 命名 为 DNA 聚合 酶 工 ,以 区 别 后 来 发 现 的 几 种 DNA 聚合 酶 。DNA 聚合 酶 I 有 时 也 被 称 为 
Kornberg 酶 。 

在 对 DNA 聚合 酶 I 进行 更 为 详尽 的 研究 以 后 发 现 ,此 酶 所 具有 的 一 些 性 质 大 大 出 乎 人 们 的 意料 。 该 
酶 只 由 1 条 肽 链 组 成 ,除了 具有 一 3' 的 DNA 聚合 本 活 性 以 外 ,还 具有 $- 外 切 酶 和 3'- 外 切 酶 的 活性 。 

DNA 聚合 酶 工 为 什么 还 同时 具有 核酸 外 切 酶 活性 呢 ? 原来 3'- 外 切 酶 活性 是 被 聚合 酶 用 来 自 
我 校对 的 。 聚 合 酶 活性 并 不 能 保证 在 复制 中 参 入 到 DNA 3' 端 的 碱 基 100% 正确 。 关 键 在 于 倘若 出 现 
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如 何 设计 一 个 实验 
测定 一 种 DNA 聚合 酶 的 进 
行 性 ? 


你 如 何 证 明 3'- 外 
切 酶 活性 参与 DNA 复制 的 
校对 ? 
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错 配 的 碱 基 ,细胞 有 没有 补救 的 措施 。 实 际 上 , 当 正 在 复制 的 DNA 子 链 的 3 端 出 现 错 配 碱 基 的 时 候 ， 
DNA 聚合 酶 凭借 其 内 在 的 3'- 外 切 酶 活性 切除 错误 的 核 苷 酸 , 然 后 再 通过 其 $ 一 3' 的 聚合 酶 活性 换 
上 正确 配对 的 碱 基 。 实 验证 明 ,一 种 DNA 聚合 酶 的 3'- 外 切 酶 活性 越 高 ,其 催化 的 DNA 复制 的 忠实 
性 就 越 高 。 如 果 一 种 DNA 聚合 酶 本 来 就 缺乏 或 者 因为 突变 而 丧失 这 种 酶 活性 ,就 会 导致 DNA 复制 
忠实 性 的 下 降 。 至 于 DNA 聚合 酶 工 所 具有 的 4 - 外 切 酶 活性 ,后 来 被 证 明 是 专门 用 来 切除 存在 于 了 / 
端的 RNA 引物 的 。 

Hans Klenow 使 用 枯草 杆菌 蛋白 酶 或 胰 蛋 白 酶 处 理 DNA 聚合 酶 [ ,结果 得 到 大 小 两 个 片段 :大 片 
段 被 称 为 Klenow 片段 或 Klenow 酶 , 它 含 有 大 小 两 个 结构 域 ,其 中 小 结构 域 具 有 3'- 外 切 酶 活性 ,大 结 
构 域 具有 $ 一 3' 聚 合 酶 活性 ;小 片段 只 有 3 - 外 切 酶 活性 。 

1987 年 ,Tom Steitz 等 人 得 到 了 Klenow 酶 的 晶体 结构 。X 射线 衍射 数据 表明 ,该 酶 有 ”校对 活性 ”和 
“聚合 酶 活性 两 种 构象 - 图 33-8 为 处 于 “校对 活性 状态 下 "的 Renow 酶 的 三 维 唱 体 结构 ,其 外 形 像 右手 ， 
分 子 表面 含有 两 个 近乎 垂直 的 裂 颖 。 其 中 有 一 个 在 大 结构 域 的 表面 ,位 于 由 L-P 螺旋 组 成 的 手指 (finger) 
与 由 互 螺 旋 和 I 螺 旋 组 成 的 拇指 (thumb) 之 间 , 含 有 与 单 链 DNA 模板 结合 的 位 点 ,而 聚合 酶 活性 中 心 位 
于 裂 颖 的 底部 。 该 裂缝 宽 约 2.2 am, 长 约 3 nm, 大 小 和 形状 正 适合 结合 B-DNA。 外 切 酶 活性 中 心 位 于 
拇指 和 手指 之 间 的 掌心 上 ,与 聚合 酶 相 臣 仅 3.5 nm。 另 外 一 个 裂 颖 为 双 链 DNA 结合 位 点 ,与 双 链 DNA 的 
结合 仅 涉及 与 磷酸 骨架 接触 ,并 不 涉及 碱 基 , 这 与 聚合 酶 与 DNA 结合 无 序列 特异 性 是 一 致 的 。 





如 图 33-9 所 示 , 当 DNA 复制 在 子 链 的 3' 端 出 现 错 配 的 时 候 , 错 配 的 碱 基 很 容易 发 生 解 链 而 落 
入 3'- 外 切 酶 的 活性 中 心 被 切除 。 丢 掉 错 配 碱 基 的 3 端 再 回 到 聚合 酶 活性 中 心 ,使 DNA 链 恢复 延伸 。 
当 酶 处 于 “聚合 酶 活性 状态 " 时 ,位 于 聚合 酶 活性 中 心 的 一 些 高 度 保守 的 碱 性 氨基 酸 残 基 ( 如 Arg 754、 
Arg 682、Lys 758 和 His 734) 直接 与 进入 活性 中 心 的 dNTP 上 的 磷酸 基 团 相互 作用 。 除 了 这 些 带 正 电 
荷 的 保守 性 氨基 酸 残 基 以 外 ,进入 活性 中 心 的 dNTP 还 与 一 些 带 负电 荷 的 氨基 酸 残 基 ( 如 Asp 882、Asp 
705 和 Glu 883) 发 生 作 用 。 

DNA 复制 首先 需要 合成 RNA 引物 。 引 物 合 成 好 以 后 ,并 与 模板 链 共同 诱导 DNA 聚合 酶 在 外 切 
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33-9 DNA 聚合 酶 的 聚合 和 校对 (Brooker， 2009) 


酶 活性 中 心 附近 形成 一 个 新 的 裂 颖 。 随 后 ,RNA 引物 和 模板 链 从 这 个 新 的 裂 颖 进入 聚合 酶 活性 中 心 ， 
DNA 的 复制 由 此 在 引物 的 3' 端 被 启动 。 

在 DNA 聚合 酶 工 被 发 现 以 后 的 很 长 一 段 时 间 内 ,人 们 曾 误 以 为 它 是 大 肠 杆菌 唯一 的 DNA 聚合 
酶 。 然 而 ,此 酶 的 一 些 性 质 ( 如 速率 太 慢 酶 量 太 多 和 进行 性 不 够 高 ) 显示 , 它 并 不 适合 催化 大 肠 杆菌 
染色 体 DNA 的 复制 ,其 中 最 重要 的 证 据 来 自 遗 传 学 突变 实验 :1969 年 De Luca 和 Cairns 报道 ,一 种 缺 
乏 聚 合 酶 工 活性 的 大 肠 杆菌 突变 株 照 样 能 够 生存 ,可 进行 正常 的 DNA 复制 ,但 对 各 种 诱 变 剂 (如 紫外 
线 ) 的 作用 更 为 敏感 。 这 种 突变 株 的 发 现 彻 底 否定 了 DNA 聚合 酶 [为 催化 大 肠 杆菌 染色 体 DNA 复 
制 的 主要 聚合 酶 ,而 该 突变 株 自然 就 成 为 科学 家 寻找 其 他 DNA 聚合 酶 的 “宝地 ”。 不 出 所 料 ,另外 两 
种 DNA 聚合 酶 即 聚 合 酶 下 和 亚 很 快 在 这 种 突变 株 细胞 中 相继 被 发 现 。 

2. 大 肠 杆菌 DNA 聚合 酶 I 

此 酶 也 同时 具有 $ 一 3' 聚 合 酶 活性 和 3'- 外 切 酶 活性 ,但 无 $- 外 切 酶 活性 。 缺 乏 此 酶 活性 的 突 
变 株 在 细胞 生长 和 DNA 复制 上 没有 任何 缺陷 。 由 于 它 催化 的 聚合 反应 速率 特别 慢 , 难 以 满足 体内 染 
色 体 DNA 复制 的 需要 ,此 酶 最 有 可 能 参与 DNA 的 修复 。 

3. 大 肠 杆菌 DNA 聚合 酶 亚 

DNA 聚合 酶 亚 由 多 个 亚 基 组 成 ( 表 33-1), 虽 然 也 具有 一 3' 聚 合 酶 活性 和 3'- 外 切 酶 活性 ,但 却 
分 属 不 同 的 亚 基 。 


mp 表 33-1 大 肠 杆菌 DNA 聚合 酶 亚 











亚 基 功能 

a 5 一 3' 聚 合 酶 活性 

全 心 B 3' 一 外 切 酶 活性 
pol 焉 ' 酶 

8 a 和 s 的 装配 

T 将 全 酶 装配 到 DNA 

B 滑动 钳 (进行 性 因子 ) 
栈 汪 滑动 钳 装载 复 合 物 

8 滑动 钳 装载 复合 物 

和/ 滑动 钳 装 载 复合 物 

X 滑动 钳 装 载 复合 物 

几 滑动 钳 装载 复 合 物 
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如 果 将 DNA 聚合 
酶 [ 敲 除 ,你 认为 大 肠 杆菌 还 
能 生存 吗 ? 为 什么 ? 
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正面 观 


个 33-11 DNA 聚 合 酶 焉 
全 酶 的 滑动 钳 夹 住 双 螺旋 
DNA 
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该 酶 被 认为 是 参与 大 肠 杆菌 染色 体 DNA 复制 的 主要 酶 ,相关 的 证 据 有 :中 酶 的 多 接近 体内 
DNA 复制 的 实际 值 ;@ 酶 量 适 中 ,一 个 细胞 约 有 10 个 酶 分 子 ;@ 高 度 的 进行 性 ,与 实际 值 相近 ; 
@ 罗 最 直接 的 遗传 学 证 据 。 有 人 得 到 一 种 温度 敏感 型 大 肠 杆菌 突变 株 ,这 种 突变 株 只 能 生存 在 允许 温 
度 (30% ) 下 , 当 温 度 上 升 到 限制 温度 (45% ) 就 难以 生存 。 究 其 原因 ,是 因为 编码 聚合 酶 亚 w 亚 基 的 
polC 基因 发 生 了 突变 ,致使 该 酶 对 温度 变化 极为 敏感 。 当 环境 温度 超过 30% 以 后 ,此 酶 就 很 容易 变性 
而 丧失 活性 ,DNA 复制 也 就 不 能 正常 进行 。 而 在 允许 温度 下 , 酶 活性 是 正常 的 , 胞 内 的 DNA 复制 也 就 
很 正常 。 

DNA 聚合 酶 下 有 核心 酶 和 全 酶 两 
种 形式 。 全 酶 由 核心 酶 、 滑 动 钳 (sliding 
clamp) 和 钳 载 复合 物 (clamp-loading 
complex) 组 成 (图 33-10)。 其 中 , 核心 
酶 由 w、s、6 和 T 四 种 亚 基 组 成 。Qa 亚 
基 具 有 一 3' 聚 合 酶 活性 ,但 无 校对 功 
能 ,s 亚 基 具 有 3'- 外 切 酶 活性 ,负责 
全 酶 的 校对 ,6 亚 基 功能 不 祥 , 可 能 与 
核心 酶 的 装配 有 关 。 核 心 酶 虽然 也 能 
催化 DNA 的 复制 ,但 进行 性 极 低 , 只 有 
10~15 nt。 滑 动 钳 是 由 2 个 B 亚 基 组 成 
的 球状 结 梅 : 革 外 符 为 Sun 下 几 信 朋 全 3 位 大 f 本 DA 更 人 汪 T 二 赂 的 结 相 搞 红 [Horony'2009 。 
形 , 内 部 为 一 空洞 ,直径 为 3.5 nm, 大 于 B-DNA 或 A-DNA 的 双 螺 旋 直 径 。 在 DNA 复制 的 时 候 , 这 种 
钳 状 结构 能 松散 地 夹 住 DNA 模板 (图 33-11), 并 自由 地 向 前 滑动 ,这 就 大 大 提高 了 聚合 酶 焉 的 进行 性 。 
钳 载 复合 物 由 其 他 几 种 亚 基 组 成 ,其 中 的 y 亚 基 具有 ATP 酶 活性 ,其 功能 是 以 ATP 水 解 为 动力 ,打开 
钳子 ,帮助 滑动 钳 装载 到 DNA 模板 上 。 








核心 酶 


mm 表 33-2 DNA 聚合 酶 II 工 和 亚 的 性 质 和 功能 





性 质 DNA 缘 合 酶 1 ， | DNA 琅 合 酶 下 0 _DNA 聚合 酶 亚 1 
结构 基因 pol14 po1B polC 
相对 分 子 质量 /x 107 103 90 130 
分 子 数 /细胞 400 100 10 
友 。( 参 人 的 nt/s) 16~20 2~5 250~1 000 
3'- 外 切 酶 活性 V V V 
5'- 外 切 酶 活性 V x x 
进行 性 mt 3~200 10 000 500 000 
突变 体 表 型 UV 敏感 、 硫 酸 二 甲 酯 敏感 无 DNA 复制 温度 敏感 型 
生物 功能 DNA 修复 RNA 引物 切除 DNA 修复 染色 体 DNA 复制 


4. 大 肠 杆菌 DNA 聚合 酶 和 V 

大 肠 杆菌 DNA 聚合 酶 和 V 直到 1999 年 才 被 发 现 ,都 属于 易 错 的 DNA 聚合 酶 ,参与 DNA 的 修 
复合 成 ,特别 是 SOS 修复 过 程 中 的 跨 损伤 合成 (参看 第 三 十 四 章 “DNA 的 损伤 ,修复 和 突变 ”)。 

(二 ) 真 核 生物 的 DNA 聚合 酶 

到 目前 为 止 ,已 在 真 核 生 物 的 细胞 中 发 现 至 少 15 种 不 同 的 DNA 聚合 酶 ,除了 5 种 发 现 较 早 的 
DNA 聚合 酶 \B、Y、 和 s 以 外 ( 表 33-3), 还 有 聚合 酶 65 mk、 入 沙 和 吉 等 ,这 些 新 发 现 的 
DNA 聚合 酶 除了 8 以 外 ,一 般 无 3'- 外 切 酶 的 活性 ,因此 无 校对 功能 。 它们 主要 参与 DNA 的 跨越 合成 ， 
以 克服 损伤 对 DNA 复制 的 不 利 影响 。 
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P- 表 33-3 ， 真 核 细胞 DNA 聚合 酶 BY、 和 s 的 性 质 和 功能 








1 DNA DNA DNA DNA 了 风 
聚合 酶 聚合 酶 B 聚合 酶 Y 聚合 酶 5 聚合 酶 = 

亚 细 胞 定位 细胞 核 细胞 核 线粒体 基质 细胞 核 细胞 核 

引发 酶 活性 有 无 无 无 无 

亚 基数 目 4 1 4 2 三 4 

内 在 的 进行 性 中 等 低 高 低 高 

在 PCNA 存在 ”中 等 低 高 高 高 

时 的 进行 性 

3'- 外 切 酶 活性  x X V V V 

和- 外 切 酶 活性 ”x X X X 久 

生物 功能 细胞 核 DNA 复制 “细胞核 DNA 修复 ”线粒体 DNA 复制 ”细胞核 DNA 复制 ”细胞核 DNA 复制 
和 修复 


表 33-3 中 的 PCNA 表示 分 裂 细 胞 核 抗 原 (proliferating cell nuclear antigen) 为 聚合 酶 3 的 辅助 蛋白 ， 
由 三 个 亚 基 组 成 ,其 功能 类 似 于 大 肠 杆 菌 DNA 聚合 酶 亚 的 B 亚 基 , 在 真 核 DNA 复制 中 作为 滑动 钳 以 
提高 该 酶 的 进行 性 (图 33-12)。 


二 、DNA 解 链 酶 

DNA 解 链 酶 (DNA nelicase, 也 称 DNA 解 螺旋 酶 ) 是 一 类 催化 DNA 双 螺 旋 解 链 的 酶 。 细 胞 内 所 有 
涉及 解 链 的 过 程 都 需要 解 链 酶 ,如 DNA 复制 转录、 修复 和 重组 。 

任何 一 种 DNA 解 链 酶 都 能 结合 DNA, 这 种 结合 与 DNA 序列 无 关 。 大 多 数 解 链 酶 优先 结合 DNA 
的 单 链 区 域 , 少 数 解 链 酶 优先 结合 DNA 的 双 链 区 域 。 

解 链 酶 除了 能 结合 DNA 以 外 ,还 能 结合 NTP (主要 是 ATP), 并 同时 具有 依赖 于 DNA 的 NTP 酶 活 
性 。 解 链 酶 需要 NTP 的 水 解 为 解 链 提 供 能 量 。 

所 有 的 DNA 解 链 酶 都 具有 移 位 酶 活性 ,只 有 这 样 ,才能 沿 着 被 结合 的 DNA 模板 向 一 侧 移动 ,并 





转 33-12 真 核 细 胞 DNA 
不 断 地 解 开 DNA 双 链 区 域 。 聚合 酶 5 由 PCNA 三 个 亚 基 


构成 的 滑动 钳 结 构 
和 单 链 DNA 结合 蛋白 (singlestranded DNA-binding 
proteins,SSB) 是 一 种 专门 与 DNA 单 链 区 域 结合 的 蛋 
和 ATP 白质 ,为 DNA 复制 修复 和 重组 所 必需 。SSB 本 身 并 
没有 任何 酶 的 活性 ,但 通过 与 DNA 单 链 区 段 的 结合 ， 
在 DNA 复制 、 修 复 和 重组 中 至 少 有 3 个 作用 :中 和 暂 
时 维持 DNA 的 单 链 状态 ,防止 互补 的 单 链 在 作为 复 
制 模板 之 前 重新 退火 成 双 螺 旋 ;@) 防 止 DNA 的 单 链 
区 域 自发 形成 链 内 二 级 结构 (如 链 内 双 螺 旋 ) 而 影响 
DNA 聚合 酶 的 进行 性 ;@@ 防 止 核酸 酶 对 DNA 单 链 区 
域 的 水 解 。 








四 、DNA 拓扑 异 构 酶 


ADP+Pi 
拓扑 异 构 酶 (topoisomerase) 是 一 类 通过 催化 
DNA 链 的 断裂 .旋转 和 重新 连接 而 直接 改变 DNA 拓 
扑 学 性 质 的 酶 。 此 类 酶 不 但 可 以 解决 在 DNA 复制 、 


图 33-13 大 肠 杆菌 DnaB 蛋白 的 解 链 酶 活性。 转录 、 重 组 和 染色 质 重 塑 过 程 中 遇 到 的 拓扑 学 障碍 ， 
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而 且 能 够 细 调 细胞 内 DNA 的 超 螺旋 程度 ,以 促进 DNA 与 蛋白 质 的 相互 作用 。 同 时 还 可 以 防止 DNA 
形成 有 害 的 过 度 超 螺 旋 。 
到 目前 为 止 ,已 发 现 所 有 拓扑 异 构 酶 的 作用 都 是 通过 两 次 转 酯 反应 来 完成 的 (图 33-14): 第 一 次 
转 酯 反应 由 活性 中 心 1 个 Tyr 残 基 上 的 氧 原子 亲 核 进攻 DNA 链 上 的 3' ,9 - 磷酸 二 酯 键 ,形成 以 磷酸 
酷 氨 酸 酯 键 相 连 的 酶 与 DNA 的 共 价 中 间 复 合 物 。 与 此 同时 ,DNA 链 发 生 断 裂 。 形 成 的 这 种 共 价 中 间 
复合 物 既 固定 了 被 断裂 的 磷酸 二 酯 键 中 的 能 量 ,又 大 大 降低 了 DNA 链 上 出 现 异 常 的 永久 性 切口 的 可 
能 性 。 在 断裂 的 DNA 链 进行 重新 连接 之 前 ,DNA 的 另 一 条 链 或 另 一 个 DNA 双 螺旋 通过 切口 ,从 而 导 
致 其 拓扑 学 结构 发 生变 化 。 最 后 ,发 生 第 二 次 转 酯 反应 ,这 一 次 转 酯 反应 可 视 为 第 一 次 转 酯 反应 的 道 
反应 ,由 DNA 链 断裂 处 的 自由 羟基 亲 核 进攻 酶 与 DNA 之 间 的 酸 酷 氨 酸 酯 键 , 致 使 原来 断裂 的 3 ,3- 
翡 酸 二 酯 键 重新 形成 ,而 酶 则 恢复 到 原来 的 状态 。 
(ES 区 DNA 折 扑 异 构 酶 按照 DNA 链 的 断裂 方式 ,拓扑 异 构 酶 被 分 为 两 种 类 型 , 即 工 型 和 型 ,而 每 种 形式 还 有 人 A 类 和 了 
人 类 。 不 同类 型 的 拓扑 异 构 酶 在 催化 机 制 , 对 Mg* 和 ATP 的 依赖 性 以 及 对 超 螺旋 连环 数 的 改变 不 尽 相 
同 。 工 型 拓扑 异 构 酶 在 作用 过 程 中 ,只 能 切 开 DNA 的 一 条 链 ,而 下 型 会 同时 交错 切 开 DNA 的 两 条 链 
(图 33-15), 并 在 消耗 ATP 的 同时 ,将 一 个 DNA 双 螺 旋 从 一 处 经 过 另 一 个 双 螺 旋 的 裂口 “主动 转运 ”到 
另外 一 处 。 
型 拓扑 异 构 酶 主要 参与 DNA 复制 , 既 可 以 在 DNA 分 子 中 引入 有 利于 复制 的 负 超 螺旋 ,又 可 以 
及 时 清除 复制 又 前 进 中 形成 的 正 超 螺旋 ,还 能 分 开 复制 结束 后 缠绕 在 一 起 的 两 个 子 代 DNA 分 子 。 其 
催化 的 反应 依赖 于 ATP。 在 ATP 的 存在 下 ,一 个 DNA 双 螺 旋 上 的 两 条 链 同 时 出 现 切口 。 随 后 , 另 一 
人 本 个 DNA 双 螺 旋 穿 过 切口 。 最 后 ,切口 重新 连接 。 在 其 间 , 可 完成 几 种 不 同类 型 的 拓扑 学 转变 ,包括 松 
环 数 有 何 变化 ? 弛 正 . 负 超 螺旋 ,环形 DNA 的 连环 化 (catenation) 和 去 连环 化 (decatenation)。 
细菌 的 旋转 酶 (gyrase) 就 属于 工 型 拓扑 异 构 酶 ,由 2 个 A 亚 基 和 2 个 B 亚 基 组 成 ,参与 细菌 染色 
体 DNA 的 复制 。 在 消耗 ATP 的 条 件 下 , 它 可 在 共 价 闭环 DNA 分 子 中 连续 引入 负 超 螺旋 。 在 无 ATP 
的 情况 下 ,可 以 松弛 负 超 螺 旋 。 环 丙 沙 星 (ciprofloxin) 和 新 生 霉 素 (novobiocin) 是 两 种 作用 旋转 酶 的 搞 
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33-14 _“DNA 拓扑 异 构 酶 的 催化 的 转 酯 反应 全 33-15 I 型 DNA 拓扑 异 构 酶 的 作用 机 制 (Alberts 等 ,2007) 








生 素 ,前 者 的 作用 位 点 是 A 亚 基 , 能 抑制 旋转 酶 的 ATP 酶 活性 ,后 者 的 作用 位 点 是 B 亚 基 , 能 增强 旋 
转 酶 切断 DNA 链 的 能 力 , 但 抑制 DNA 链 的 重新 连接 。 


五 、DNA 引发 酶 

DNA 引发 酶 (DNA primase) 催 化 RNA 引物 的 合成 ,在 启动 引物 合成 的 时 候 与 复制 叉 结合 ,在 引物 
合成 好 以 后 又 立刻 与 复制 叉 解 离 。 由 于 DNA 复制 的 半 不 连续 性 ,引发 酶 在 前 导 链 上 只 需要 引发 一 次 ， 
而 在 后 随 链 上 则 需要 引发 多 次 。 

大 肠 杆菌 的 引发 酶 由 dnaC 基因 编码 ,在 体内 催化 合成 11+ 1 nt 长 的 RNA 引物 。 真 核 细胞 的 引 
发 酶 在 体内 与 DNA 聚合 酶 a 紧密 地 结合 在 一 起 ,催化 合成 7~10 nt 长 的 RNA 引物 。 


六 、 切 除 引 物 的 酶 

RNA 引物 只 是 用 来 启动 DNA 的 复制 ,迟早 要 被 切除 。 实 际 上 ,细胞 内 有 专门 的 酶 负责 切除 RNA 
引物 。 细 菌 切 除 RNA 的 酶 是 DNA 聚合 酶 工 或 核糖 核酸 酶 H(RNase H), 其 中 DNA 聚合 酶 [ 凭借 自 带 
的 汪 - 外 切 酶 活性 ,切除 总 是 位 于 了 端的 引物 ,RNase 再 专 门 水 解 与 IDNA 杂交 的 RNA, 包 括 RNA 引物。 
真 核 细胞 没有 哪 一 种 DNA 聚合 酶 兼 有 53'- 外 切 酶 活性 ,因此 切除 RNA 引 物 的 酶 不 可 能 是 DNA 聚合 酶 ， 
而 是 利用 RNase HIFEN1。FENI 被 称 为 翼 式 内 切 酶 (flap endonuclease), 具 有 5'- 外 切 酶 和 内 切 酶 活性 。 
一 般 认 为 ,RNase HI 负责 切割 连接 在 DNA 链 端的 RNA ,但 会 留 下 一 个 核糖 核 苷 酸 , 由 FEN1 最 后 来 


七 、DNA 连接 酶 

DNA 连接 酶 (DNA ligase) 能 够 催化 一 个 双 螺 旋 DNA 分 子 内 相 邻 核 背 酸 的 3'- 羟基 和 3- 磷酸 ， 
甚至 两 个 双 螺旋 DNA 分 子 两 端的 3'- 凑 基 和 3'- 磷酸 ,发 生 连 接 反应 ,形成 3 ,35'- 磷酸 二 酯 键 。 这 一 
类 酶 主要 参与 DNA 复制 ,也 参与 DNA 修复 和 重组 。 

DNA 连接 酶 在 DNA 复制 中 的 作用 是 “缝合 " 相 邻 的 冈 崎 片段 ,使 不 连续 合成 的 后 随 链 成 为 一 条 
连续 的 链 ,而 在 DNA 修复 和 重组 中 的 作用 则 是 闭合 DNA 链 上 产生 的 切口 。 

DNA 连接 酶 在 催化 连接 反应 时 需 消耗 能 量 。 根 据 能 量 供 体 的 性 质 , 连 接 酶 可 以 分 为 两 类 :第 一 类 
使 用 NAD+, 第 二 类 使 用 ATP。 绝 大 多 数 细菌 的 DNA 连接 酶 属于 第 一 类 , 真 核 生 物 . 古 菌 .病毒 和 少数 
细菌 的 连接 酶 属于 第 二 类 。 

所 有 的 DNA 连接 酶 催化 的 反应 都 可 分 为 3 步 ( 图 33-16): 四 连接 酶 活性 中 心 的 一 个 Lys 残 基 的 
s- 氨基 亲 核 进攻 ATP 或 NAD- 的 磷酸 酯 键 ,形成 共 价 的 酶 -AMP 中 间 物 ,同时 释放 出 PPi 或 NMN; 
@) AMP 被 转移 到 DNA 链 切 口 处 的 4 - 磷酸 上 ;@) 切 口 处 的 3 -OH 进攻 AMP-DNA 之 间 的 键 ,致使 切 
口 处 相 邻 的 核 苷 酸 之 间 形 成 3 ,3'- 磷酸 二 酯 键 ,同时 释放 出 AMP。 


八 、 尿 喀 啶 -DNA 糖苷 酶 

尿 旷 啶 -DNA 糖苷 酶 专门 用 来 切除 出 现在 DNA 链 上 的 U。 一 般 说 来 ,U 出 现在 DNA 链 上 有 两 个 
原因 :一 是 在 DNA 复制 过 程 中 ,细胞 中 存在 的 dUTP 代替 dTTP 直接 进入 新 合成 的 DNA 链 ;二 是 DNA 
分 子 中 的 C 发 生 脱 氨基 作用 。 


九 、 端 粒 酶 

端 粒 酶 (telomerase) 是 真 核 细 胞 染色 体 DNA 复制 所 特有 的 也 是 必需 的 一 种 依赖 于 RNA 的 DNA 
聚合 酶 , 它 所 起 的 作用 是 维持 染色 体 端 粒 结构 的 完整 。 端 粒 (telomere) 是 位 于 一 条 染色 体 未 端的 特殊 
结构 ,由 DNA 和 蛋白质 组 成 ,其 中 的 DNA 被 称 为 端 粒 DNA。 端 粒 DNA 由 许多 短 重 复 序列 组 成 ,无 编 


4G3, 


在 大 量 AMP 存在 
的 情况 下 ,DNA 连接 酶 可 切 
开 DNA, 为 什么 ? 


DNA 连接 酶 和 拓 
扑 异 构 酶 都 使 用 共 价 催化 机 
制 吗 ? 
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33-16 “DNA 连接 酶 的 作用 机 理 


码 功能 。 例 如 ,人 端 粒 DNA 的 重复 序列 是 


TTAGGG ,重复 两 千 多 次 。 端 粒 的 主要 功 
能 是 保护 染色 体 ,防止 染色 体 融 合 .重组 和 
降解 。 

当真 核 细 胞 的 线形 染色 体 DNA 复制 
到 一 定 阶段 的 时 候 , 位 于 端 粒 DNA3' 端 的 
冈 崎 片段 上 的 RNA 引 物 被 切除 ,必然 留 
下 一 段 空 阶 。 该 空隙 无 法 通过 DNA 聚合 
酶 直接 填补 ,原因 是 DNA 聚合 酶 不 能 从 
3' 一 了 方向 催化 DNA 的 合成 。 若 上 述 空隙 
不 及 时 填补 ,染色 体 DNA 每 复制 一 次 , 端 
粒 DNA 就 会 少 一 段 。 如 何 解 决 未 端 RNA 
引物 切除 后 留 下 来 的 "烦恼 "就 依赖 于 端 
粒 酶 了 。 






端 粒 酶 的 “手掌 
(活性 中 心 ) 


染色 体 DNA 新 合成 的 端 粒 酶 的 “拇指 ” 


的 其 余部 分 端 粒 DNA 


33-17 ” 端 粒 酶 的 结构 模型 (Alberts 等 ,2007) 


端 粒 酶 也 称 为 端 聚 酶 ,由 蛋白 质 和 RNA 两 种 成 分 组 成 ,其 中 和 蛋白质 具 有 逆转 录 酶 的 活性 ,其 三 维 
结构 与 其 他 逆转 录 酶 有 明显 的 相似 性 ,而 RNA 含有 1.5 拷贝 的 端 粒 DNA 重复 序列 ,这 一 部 分 序列 作 
为 逆转 录 酶 的 模板 (图 33-17)。 不 同 来 源 的 端 粒 酶 在 RNA 长 度 上 变化 很 大 ,但 它们 都 形成 特定 的 二 
级 结构 ,而 作为 模板 的 那 一 部 分 序列 始终 突出 在 外 ,处 于 单 链 状态 ,便于 与 端 粒 区 的 重复 序列 结合 ,并 


有 效 地 充当 道 转录 的 模板 。 


端 粒 酶 的 作用 过 程 是 (图 33-18): 首 先是 其 RNA 中 0.5 拷贝 的 端 粒 DNA 重复 序列 与 端 粒 DNA 最 
后 一 段 重 复 序列 配对 ,而 剩余 的 1 拷贝 重复 序列 凸 出 在 端 粒 的 一 侧 作为 模板 。 随 后 发 生 逆转 录 反 应 ， 
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33-18 ” 端 粒 酶 的 作用 机 理 


在 端 粒 DNA 的 3' 端 填 加 1 拷贝 的 重复 序列 。 当 逆转 录 反 应 结束 以 后 , 端 粒 酶 移 位 ,重复 上 面 的 反应 ， 
直到 端 粒 突出 的 一 端 能 够 作为 合成 新 的 冈 崎 片段 的 模板 ,从 而 填补 上 一 个 内 崎 片段 RNA 被 切除 后 留 


下 的 空隙 。 


框 33-1 生化 与 健康 一 端 粒 激活 与 青春 再 现 

近年 来 ,有 许多 研究 表明 端 粒 缩短 是 衰老 的 主要 原因 。 人 类 有 一 种 早衰 性 遗传 疾病 叫 先天 性 角 化 不 
良 症 (dyskeratosis congenita), 这 种 疾病 患者 编码 角 化 不 良 蛋 白 (dyskerin) 的 基因 有 缺陷 ,致使 体内 的 端 粒 
酶 RNA 的 量 比 正 常人 低 5 倍 ,而 使 得 患者 体内 所 有 细胞 的 端 粒 酶 活性 先天 不 足 而 引发 早衰 。 而 正常 人 
体 细胞 内 的 端 粒 酶 活性 很 低 , 这 使 得 我 们 每 一 个 人 都 会 经 历 一 个 正常 的 衰老 过 程 。 有 人 通过 某 种 方法 激 
活 端 粒 酶 活性 (telomerase activation,TA), 则 发 现 有 助 于 延年益寿 和 抗 衰老 ,而 不 会 增加 癌变 或 其 他 副作用 
的 机 会 。 例 如 ,哈佛 医学 院 的 Ronald A. DePinhoe 等 人 ,在 2010 年 10 月 Nature 上 发 表 的 一 篇 论文 就 报道 ， 
他 们 从 中 草药 黄 蕊 中 提炼 的 一 种 名 为 “TA-65"” 的 有 效 成 分 ,可 以 激活 “ 端 粒 酶 "。 当 “TA-65"” 被 注射 到 
老 的 小 鼠 体 内 后 发 现 ,小 鼠 的 染色 体 端 粒 不 仅 延长 了 ,衰老 的 脑 细 胞 、 免 疫 系统 、 脾 细胞 和 生殖 器 官 也 恢复 
了 活力 ,甚至 连 骨 密度 都 提高 了 ,近似 于 让 年 龄 相当 于 80 岁 人 的 小 鼠 变 得 像 幼 鼠 。 再 如 ,西班牙 国立 癌症 
研究 中 心 的 Maria Blasco 等 人 ,在 2011 年 4 月 份 的 4ging Cel 上 的 论文 也 报道 ,TA=-65 能 延长 特别 短 的 端 
粒 , 并 在 不 同 的 器 官 中 都 有 ”复活 ”的 功效 ,对 改善 健康 跨度 (health span) 很 有 效 。 当 他 们 在 肉 鼠 的 食物 中 
添加 TA-65 后 ,发 现 了 食用 TA-65 的 肉 鼠 在 许多 健康 跨度 指标 (葡萄 糖 耐 受 、 骨 质 芒 松 和 皮肤 弹性 等 ) 上 
都 有 改善 。 另 一 份 来 自 美国 加 利 福 尼 亚 州立 大 学 的 研究 报告 显示 ,人 类 老化 的 速率 与 平时 的 生活 方式 和 
遗传 基因 有 着 很 大 关系 ,那些 有 着 稍 短 染色 体 端 粒 的 人 患 心脏 病 的 风险 是 带 有 长 染色 体 端 粒 人 和 群 的 3 倍 。 
而 “TA-65” 的 存在 将 会 让 人 类 的 每 个 细胞 都 活跃 起 来 。 

若是 人 类 注射 了 这 种 “TA-65”, 是 否 有 相同 的 效果 还 有 待 观 察 , 尽 管 现在 市 场 上 已 有 这 种 产品 销售 。 
如 果 它 能 在 人 体内 ,就 像 在 试验 动物 身上 一 样 ,有 相同 的 效果 的 话 , 那 么 “TA-65"” 为 人 类 带 来 的 不 仅 是 美 
丽 更 是 健康 天 
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人 3 


四 膜 虫 曾 是 纯化 端 
聚 酶 最 好 的 材料 ,为 什么 ? 


端 粒 的 长 度 并 非 固定 不 变 的 ,生殖 细胞 (包括 胚胎 干细胞 ) 和 肿瘤 细胞 端 粒 的 长 度 要 比 体 细胞 的 
端 粒 长 得 多 。 比 较 这 三 类 细胞 内 的 端 粒 酶 活性 , 发 现 胚胎 细胞 和 大 多 数 癌 细 胞 内 的 端 粒 酶 活性 很 高 ， 
而 多 数 体 细胞 几乎 检测 不 到 端 粒 酶 的 活性 。 这 说 明 端 粒 酶 活性 的 高 低 与 端 粒 的 长 短 有 十 分 密切 的 关 
系 。 由 于 体 细胞 缺乏 端 粒 酶 的 活性 ,因此 每 分 裂 一 次 , 端 粒 就 缩短 一 点 。 当 端 粒 缩短 到 一 定 的 长 度 ， 
细胞 必然 死亡 。 这 就 是 为 什么 体 细 胞 在 体外 培养 到 几 十 代 以 后 ,就 很 难 继续 传代 ,而 瘤 细 胞 和 生殖 细 
胞 几乎 是 永生 的 。 当 有 人 将 端 粒 酶 基因 成 功 地 转 染 到 体外 培养 的 细胞 中 以 后 ,发现 被 转 染 的 细胞 重 
新 获得 几乎 无 限 的 增殖 能 力 。 

单 细胞 生物 (如 四 膜 虫 ) 体内 的 端 粒 酶 活性 也 很 高 ,这 对 于 单 细胞 生物 来 说 极为 重要 ,因为 如 果 它 
们 缺乏 端 粒 酶 活性 ,最 终 就 必然 走向 物种 灭绝 之 路 。 

世界 第 一 例 通过 体 细 胞 克隆 产生 的 哺乳 动物 一 一 多 莉 羊 ,其 DNA 来 自 一 只 6 岁 成 年 羊 的 乳腺 细胞 ， 
提供 DNA 的 乳腺 细胞 已 在 体外 培养 了 几 个 星期 。 那 么 ,多 莉 羊 的 端 粒 长 度 究 竟 如 何 呢 ? 测定 的 结果 并 
不 令 人 感到 意外 ,因为 其 端 粒 的 长 度 只 有 同年 通过 正常 生殖 产生 的 羊 端 粒 长 度 的 80%。 此 外 , 威 那 综 
合 征 (Werner's syndrome) 是 一 种 遗传 性 早衰 症 ,患者 体 细胞 端 粒 被 证 实 会 比 一 般 人 以 更 快 的 速率 变 短 。 


第 三 节 “DNA 复制 的 详细 机 制 


DNA 复制 是 以 复制 子 为 单位 进行 的 。 任 何 一 个 复制 子 都 含有 一 个 复制 起 始 区 ,有 些 复制 子 还 含 
有 特定 的 终止 区 。 

不 同 基因 组 DNA 具有 不 同 的 复制 子 结构 , 像 细 茵 染色体、 质粒、 噬菌体 病毒 和 线粒体 基因 组 
DNA 都 只 有 一 个 复制 子 ,而 真 核 细 胞 内 的 每 一 个 染色 体 DNA 都 含有 多 个 复制 子 , 许 多 古 菌 的 单个 染 
色 体 DNA 也 含有 多 个 复制 子 。 由 于 单 复制 子 基因 组 DNA 的 复制 相对 比较 简单 ,因此 , 目前 很 多 单 复 
制 子 基因 组 DNA 复制 的 主要 过 程 已 为 人 所 知 。 


一 、 以 大 肠 杆 菌 为 代表 的 细菌 基因 组 DNA 的 “9 复制 "系统 
大 肠 杆菌 基因 组 是 一 个 共 价 闭环 的 DNA, 只 由 一 个 复制 子 组 成 ,其 复制 的 详细 过 程 目前 已 十 分 清 
楚 , 绝 大 多 数 与 复制 有 关 的 蛋白 质 和 酶 已 得 到 阐明 ( 表 33-4)。 


国 表 33-4 参与 大 肠 杆 菌 DNA 复制 的 主要 蛋白 质 或 酶 的 名 称 和 功能 





DNA 旋转 酶 型 拓扑 异 构 酶 ,负责 清除 复制 又 前 进 中 的 拓扑 学 障碍 
SSB 单 链 结合 蛋白 

DnaA 蛋白 复制 起 始 蛋白 ,识别 复制 起 始 区 oriC 

DnaB 蛋白 DNA 解 链 酶 

DnacC 蛋白 招募 DnaB 蛋白 到 复制 又 

DnaG 蛋白 DNA 引发 酶 ,引物 合成 

DnaT 蛋白 辅助 DnacC 和 蛋白 的 作用 

HU 和 蛋白 类 似 于 真 核 细胞 的 组 蛋白 ,结合 DNA 并 使 DNA 弯曲 ,有 助 于 DnaA 蛋白 的 作用 
PriA 蛋白 引发 体 的 装配 

PriB 蛋白 引发 体 的 装配 

PriC 蛋白 引发 体 的 装配 

DNA 聚合 酶 亚 DNA 链 的 延伸 

DNA 聚合 酶 T 切除 引物 ,填补 空隙 

DNA 连接 酶 缝合 相 邻 的 冈 崎 片段 

DNA 拓扑 异 构 酶 W 分 离子 代 DNA 

Tus 蛋白 复制 终止 


为 了 叙述 上 的 方便 ,所 有 的 DNA 复制 都 可 以 分 为 起 始 、 延 伸 、 终 止 和 分 离 三 个 阶段 , 现 分 别 加 以 
讨论 。 

(一 ) DNA 复制 的 起 始 

大 肠 杆 菌 的 DNA 复制 起 始 于 对 oricC 的 识别 (图 33-19), 结 束 于 引发 体 的 形成 (图 33-20)。 


oO7TC 
可 





9bp 重 复 序列 
(DnaA 和 蛋白 结合 位 点 ) 
13 bp 重复 序列 
( 富 含 AT) 
一 
5 -GATCTNTTNTTTT-3' 一 致 序列 
3'-CTAGANAANAAAA-5' 5'- TIATCCACA -3 


245bp 





侠 33-19 大 肠 杆 菌 DNA 复制 起 始 区 oriC 的 结构 





引发 体 


伟 33-20 大 肠 杆菌 DNA 复制 过 程 中 引发 体 的 形成 


整个 起 始 阶段 的 主要 反应 依次 是 : 

(1) 在 两 种 DNA 结合 蛋白 一 一 HU 蛋白 和 整合 宿主 因子 (integration host factor,IHF) 的 帮助 下 , 带 
有 ATP 的 DnaA 蛋白 四 聚 体 识别 并 结合 oriC 的 9bp 重复 序列 ,这 种 结合 具有 正 协 同性 。 

(2) DnaA 蛋白 相互 之 间 聚 合成 蛋白 核心 ,DNA 则 环绕 其 上 形成 类 似 真 核 细胞 的 核 小 体 结构 。 

(3) DnaA 蛋白 水 解 结合 的 ATP, 以 此 驱动 13 bp 重复 序列 内 富 含 AT 的 碱 基 对 解 链 ,从 而 形成 长 
约 45 bp 的 开放 起 始 复合 物 。 

(4) 在 DnaC/DnaT 蛋白 的 帮助 下 ,两 分 子 的 解 链 酶 (DnaB 蛋白 ) 被 招募 到 解 链 区 ,形成 预 引 发 体 
(preprimosome)。 此 过 程 需要 消耗 ATP。 

(5) 在 DnaB 蛋白 的 催化 下 ,oriC 内 的 单 链 区 域 不 断 扩 大 ,形成 两 个 明显 的 复制 叉 。 很 快 ,SSB 开 
始 与 单 链 区 结合 。 

(6) 两 分 子 DnaB 蛋白 各 自 朝 两 个 方向 , 沿 着 后 随 链 的 模板 ,催化 两 个 复制 又 的 解 链 ,DnaA 蛋白 随 
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之 被 取代 下 来 。 

(7) 在 PriA、PriB 和 PriC 蛋白 的 帮助 下 ,DnaG 蛋白 被 招募 到 复制 又 ,并 与 DnaB 蛋白 结合 在 一 起 ， 
形成 引发 体 。 

(8) DnaG/DnaB 蛋白 复合 物 沿 着 DNA 模板 链 , 先 后 为 前 导 链 和 后 随 链 合成 RNA 引物 。 

(二 ) DNA 复制 的 延伸 

DNA 复制 的 延伸 首先 需要 形成 复制 体 (replisome) (图 33-21), 然 后 在 引物 的 末端 延伸 前 导 链 和 
后 随 链 。 


(D) DnaB 重 白 88888 DnaB 和 蛋白 oriC 的 末端 
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合 最 后 一 个 DnaA 
酶 亚 全 酶 蛋白 四 聚 体 被 取代 


33-21 大 肠 杆菌 DNA 复制 过 程 中 复制 体 的 形成 (Voet 等 ,2011) 


(G) 复制 体 的 形成 ” 当 DNA 聚合 酶 亚 全 酶 加 入 到 引发 体 上 以 后 ,真正 意义 上 的 DNA 复制 才 开 始 。 
这 种 由 DNA 和 多 种 蛋白 质 组 装 而 成 的 催化 DNA 复制 的 复合 体 被 称 为 复制 体 。 对 于 一 个 进行 双向 复 
制 的 复制 子 来 说 ,应 该 有 两 个 复制 体 ,每 一 个 复制 体能 同时 进行 前 导 链 和 后 随 链 的 合成 。 

(2) 前 导 链 合成 ”大肠 杆菌 的 每 一 个 复制 体 上 都 有 一 个 由 2 个 DNA 聚合 酶 亚 分 子 组 成 的 不 对 称 
二 聚 体 ,分 别 负责 前 导 链 和 后 随 链 的 合成 。 当 一 个 复制 叉 内 的 第 一 个 RNA 引物 被 合成 以 后 ,其 中 的 
一 个 DNA 聚合 酶 亚 的 全 酶 即 可 以 在 引物 的 3'- 羟基 上 ,连续 地 催化 前 导 链 的 合成 ,直到 复制 的 终点 。 


(3) 后 随 链 合成 ”后 随 链 的 合成 需要 在 合成 每 一 个 冈 崎 片段 引物 的 时 候 , 另 外 一 个 DNA 聚合 酶 
亚 全 酶 的 一 部 分 暂时 离开 复制 体 。 而 在 引物 合成 好 以 后 ,这 个 DNA 聚合 酶 亚 又 需要 重新 装配 ,以 启 
动 DNA 的 合成 。 催 化 后 随 链 合成 的 DNA 聚合 酶 下 一 旦 遇 到 前 一 个 冈 崎 片段 的 宁 端 , 即 与 DNA 和 
滑动 钳 解 离 , 但 并 没有 离开 复制 体 ,而 是 与 催化 前 导 链 合成 的 另 一 个 DNA 聚合 酶 亚 结 合 在 一 起 ,以 随 
时 参与 下 一 个 冈 崎 片段 的 合成 。 留 在 冈 崎 片段 上 的 滑动 钳 并 没有 立刻 解体 ,而 是 依次 将 DNA 聚合 酶 
I 和 连接 酶 招募 到 前 一 个 冈 崎 片段 的 RNA 引物 处 。 被 招募 来 的 DNA 聚合 酶 [ 会 及 时 地 切除 其 中 的 
RNA 引物 ,并 填补 引物 切除 以 后 留 下 来 的 序列 空白 。 与 此 同时 ,DNA 连接 酶 会 将 新 的 冈 崎 片段 与 前 
一 个 冈 崎 片段 连接 起 来 。 随 后 ,细胞 内 过 量 的 处 于 游离 状态 的 8 亚 基 像 “扳手 "一样 ,“ 援 开 "” 活动 钳 ， 
使 其 能 够 被 循环 利用 。 

总 之 ,一 轮 冈 崎 片段 合成 的 循环 概括 如 下 :DnaG 蛋白 在 复制 又 与 DnaB 蛋白 结合 一 DnaG 蛋白 启 
动 后 随 链 引 物 的 合成 一 催化 后 随 链 合成 的 DNA 聚合 酶 亚 核 心 部 分 与 DnaG 蛋白 相互 作用 ,以 限制 
引物 的 长 度 并 暴露 出 引物 的 3'- 羟基 端 一 钳 载 复合 物 Y 亚 基 将 环境 中 滑动 钳 B 亚 基 装 载 到 引物 与 
模板 的 连接 处 一 DnacG 蛋白 释放 ,DNA 聚合 酶 亚 全 酶 合成 新 的 冈 崎 片段 ,直至 遇 到 上 一 个 冈 崎 片段 的 
5 端 -核心 酶 与 DNA 和 滑动 钳 解 离 ,但 并 没有 离开 复制 体 。 

DNA 聚合 酶 亚 复合 物 的 装配 与 去 装配 由 钳 载 复合 物 Y 亚 基 控 制 。 就 大 肠 杆 菌 而 言 ,一 旦 复制 体 
装配 完毕 , Y 亚 基 仅 在 后 随 链 上 继续 发 挥 作 用 。 

(4) 前 导 链 合成 和 后 随 链 合成 的 协调 “如 图 33-22 所 示 , 一 个 复制 又 内 的 DNA 聚合 酶 亚 全 酶 二 
聚 体 同 时 催化 前 导 链 和 后 随 链 的 合成 ,但 它 只 能 朝 一 个 方向 前 进 。 酶 之 所 以 能 够 做 到 这 一 点 ,是 因为 
后 随 链 的 模板 在 复制 过 程 中 形成 突 环 结构 ,以便 与 前 导 链 模板 的 方向 保持 一 致 。 

(三 ) DNA 复制 的 终止 和 子 代 DNA 的 分 离 

大 肠 杆 菌 染 色 体 DNA 复制 结束 于 终止 区 (terminus) (图 33-23), 但 终止 区 并 不 是 DNA 复制 必需 
的 ,若是 人 为 地 将 其 去 除 ,DNA 复制 也 能 终止 。 在 终止 区 的 两 侧 存在 两 组 由 23 bp 组 成 的 终止 子 位 点 


(人 DNA 聚 合 酶 亚 全 酶 


GO) 冈 贿 片 自 








QOS 


DNA 聚 合 酶 [ 切除 RNA 引 
NO 


完整 的 冈 崎 片段 


接 酶 “缝合 ” 相 邻 的 冈 崎 
片段 





老 的 冈 崎 片段 


33-22 ”大肠 杆菌 DNA 复制 的 延伸 以 及 两 条 链 合成 的 协调 (Voet 等 ,2011) 
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若是 在 大 肠 杆菌 染 
色 体 DNA 上 人 为 插入 第 二 
个 复制 起 始 区 , 并 与 原来 的 
复制 起 始 区 保持 比较 远 的 距 
离 , 你 认为 DNA 复制 还 能 正 
常 地 进行 吗 ? 
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(Ter 位 点 ), 左 侧 一 组 含有 TerF、7TerB 





和 TerC, 右 侧 一 组 含有 Te 、7erD 和 ”< 
Ter。7er 位 点 富 含 GCT, 有 一 种 叫 终 
止 区 利用 物质 的 蛋白 质 (terminator oO71C 


utilization substance,Tus 和 蛋白) 能 特异 
性 地 结合 这 些 位 点 。Tus 蛋白 是 解 链 
酶 DnaB 蛋白 的 抑制 剂 ,其 分 子 表 面 
有 一 个 深 深 的 带 正 电荷 的 裂缝 ,正好 
能 与 15 bp 的 Ter 序列 结合 。 当 它 与 
7er 位 点 结合 以 后 可 阻止 复制 又 的 前 


进 。 因 此 , 当 位 于 终止 区 两 侧 的 Ter 娄 业 区 
位 点 上 结合 Tus 蛋白 以 后 , 另 一 侧 的 
复制 又 便 无 法 越过 最 后 的 Ter 位 点 侠 33-23 大 肠 杆菌 DNA 复制 终止 区 的 结构 


当 图 中 的 复制 又 1 和 复制 又 2 在 终止 区 相遇 后 ,DNA 复制 即 停止 ,那些 位 于 终止 区 内 尚未 复制 的 
序列 (50~100 bp 长 ) 会 在 两 条 母 链 分 开 以 后 ,通过 修复 的 方式 填补 。 但 无 论 如 何 ,最 后 复制 产生 的 两 
个 子 代 DNA 分 子 仍 以 连环 体 的 形式 存在 ,因此 在 分 配给 两 个 子 细胞 之 前 ,必须 进行 “ 连 体 分 离 " 手术。 
在 大 肠 杆菌 内 ,行使 “主刀 "任务 的 是 拓扑 异 构 酶 或 XerCD 蛋白 (图 33-24)。 这 两 种 蛋白 质 作 为 位 
点 特异 性 重组 酶 ,可 识别 终止 区 内 的 gr 位 点 , 切 开 DNA 的 两 条 链 ,在 交换 后 进行 再 连接 。 


终止 区 





二 、 滚 环 复制 系统 

某 些 喉 菌 体 ( 如 @X174)DNA 和 一 些小 的 质粒 在 宿主 细胞 内 进行 滚 环 复制 (rolling-circle replication ， 
RC 复制 )。 

以 M13 只 菌 体 为 例 ,其 基因 组 DNA 是 一 种 单 链 正 DNA, 当 进 入 大 肠 杆菌 以 后 , 即 通过 8 复制 形 
成 复制 型 双 链 DNA ,新 合成 的 与 正 链 互补 的 单 链 称 为 负 链 。 复 制 型 DNA 形成 以 后 , 即 进行 滚 环 复制 。 
滚 环 复制 的 全 过 程 是 (图 33-25): 首 先是 位 点 特异 性 起 始 蛋白 一 一 A 蛋白 识别 并 结合 复制 型 DNA 上 
的 特殊 位 点 ;随后 ,具有 内 切 酶 活性 的 A 蛋白 切 开 正 链 ,产生 游离 的 3'- 产 基 和 被 共 价 固定 的 $- 磷 
酸 ( 与 A 和 蛋白 的 一 个 Tyr 残 基 以 磷酸 酯 键 相连 ); 在 宿主 细胞 DNA 聚合 酶 焉 的 催化 下 ,前 导 链 (新 的 正 
链 ) 开始 合成 ,但 它 并 不 需要 RNA 引物 ,而 是 以 切口 处 的 3'- 羟基 直接 作为 引物 ,充当 模板 的 是 负 链 
DNA; 随 着 新 的 正 链 被 合成 , 负 链 环 仿佛 在 滚动 , 老 的 正 链 则 被 取代 后 游离 出 双 螺旋 ,以 单 链 的 形式 
存在 ;SSB 与 游离 出 来 的 老 的 正 链 结合 ,新 的 正 链 在 不 断 地 合成 ,直到 一 条 全 新 的 正 链 得 以 复制 ;新 的 
正 链 在 合成 好 以 后 ,仍然 与 老 的 正 链 以 共 价 键 相 连 , 这 时 A 蛋白 可 再 次 切 开 正 链 ,使 老 的 正 链 释 放出 





DNA 


机 -DNA 复 制 





P 
() DNA 聚 合 

SSB 
新 的 + 链 必 dNTPs 


新 合成 的 DNA 


7 


超 螺 旋 
mtDNA 


也 链 
工 链 


共 价 闭环 mtDNA 








来 。 负 链 则 与 新 的 正 链 形成 新 的 
复制 型 DNA ,并 进行 下 一 轮 滚 环 
复制 。 

滚 环 复制 并 不 是 少数 吻 菌 体 
和 质粒 DNA 所 特有 的 复制 模式 。 
真 核 细胞 的 某 些 基 因 ,例如 两 栖 
动物 卵 母 细胞 内 的 rRNA 基因 、 
哺乳 动物 细胞 内 的 二 氧 叶 酸 还 原 
酶 基因 ,在 特定 的 情况 下 会 进 
行 局 部 的 滚 环 复制 ,以 便 在 较 
短 的 时 间 内 迅速 增加 目标 基因 
的 拷贝 数 。 


三 、D 环 复制 系统 

线粒体 和 叶绿体 是 两 种 半 自 
主 性 细胞 器 ,它们 自 带 的 DNA 通 
常 以 D 环 (displacement-loop,D 环 ) 
的 方式 进行 复制 。 少 数 病毒 , 如 
腺 病毒 ,也 进行 D 环 复制 。 

以 动物 细胞 的 线粒体 DNA 
CmntDNA) 为 例 ,组 成 它 的 两 条 链 
以 共 价 闭环 的 形式 存在 ,一 条 链 
因 富 含 G 而 具有 较 高 的 密度 , 因 
此 被 称 为 重 链 (H 链 ), 另 一 条 链 
因 富 含 C 而 具有 较 低 的 密度 , 因 
而 被 称 为 轻 链 ( 代 链 )。 每 一 个 
DNA 分 子 有 两 个 复制 起 始 区 ， 
一 个 用 于 互 链 的 合成 , 称 为 0u， 
另 一 个 用 于 工 链 的 合成 , 称 为 
0OL。 催 化 复制 的 酶 是 DNA 聚合 
酶 Y ,两 条 链 的 合成 都 需要 先 合 
成 RNA 引物, 但 都 不 形成 冈 崎 片 
段 ,因此 都 是 连续 合成 。 

D 环 复制 的 主要 步骤 (图 
33-26):G Of 首先 被 启动 , 先 合 
成 瑟 链 ;@) 新 瑟 链 一 边 复 制 ,一 


边 取代 原来 的 老 再 链 。 被 取代 的 老 瑟 链 以 环 的 形式 游离 出 来 ,这 就 是 D 环 名 称 的 由 来 ;@ 当 五 链 合 
成 到 约 2/3 的 时 候 ,0 被 打开 ,由 此 启动 工 链 的 合成 ,新 工 链 的 合成 是 以 被 取代 的 瑟 链 作为 模板 ， 
与 也 链 合成 的 方向 相反 ; 田 由 于 工 链 与 本 链 合成 在 时 间 上 的 不 同步 ,因此 当 新 再 链 合成 好 的 时 
候 , 江 链 还 有 约 2/3 尚未 复制;@@ 先 合成 好 的 再 链 先 被 连接 酶 缝合 ,L 链 则 等 合成 好 以 后 再 进行 


连接 。 
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四 、 真 核 细胞 的 细胞 核 DNA 复制 

真 核 细胞 的 核 DNA 复制 在 很 多 方面 与 细菌 极为 相似 ,但 至 少 有 以 下 几 点 不 同 于 细菌 : 

(1) 需要 解决 核 小 体 和 染色 质 结构 对 DNA 复制 构成 的 障碍 。 

与 细菌 缺乏 核 小 体 和 染色 质 结 构 形 成 鲜明 对 比 的 是 , 真 核 细胞 核 DNA 与 组 蛋白 形成 核 小 体 和 染 
色 质 的 结构 。 有 证 据 表明 , 随 着 复制 又 的 前 进 , 位 于 复制 叉 正 前 方 的 老 的 核 小 体会 不 断 发 生 解体 , 同 
时 在 复制 叉 的 正 后 方 ,新 的 核 小 体 又 在 不 断 地 形成 。 显 然 ,在 复制 又 移 动 与 新 ,` 老 核 小 体 的 形成 和 解 
体 的 紧密 偶 联 的 过 程 中 ,每 一 个 老 的 核 小 体 的 解体 会 伴随 着 两 个 新 的 核 小 体 的 形成 。 核 小 体 在 数目 
上 的 倍增 需要 有 新 的 组 蛋白 的 供应 。 幸 好 ,新 的 组 蛋白 的 合成 发 生 在 细胞 周期 的 S 期 ,与 DNA 复制 
同步 。 

在 母 链 上 一 个 老 的 核 小 体 解 体 的 时 候 , 并 没有 彻底 解 离 成 单个 组 蛋白 分 子 , 而 是 解 聚 成 H3/H4 四 
聚 体 和 2 拷贝 的 H2A/H2B 二 聚 体 。 释 放出 来 的 H3/H4 四 聚 体 直接 转移 到 新 复制 的 两 个 DNA 双 螺 旋 
中 的 一 个 之 上 ,再 与 其 他 的 组 蛋白 重新 组 装 成 新 的 核 小 体 。 而 老 的 H2A/H2B 二 聚 体 释放 出 来 以 后 ， 
便 融 人 到 新 合成 的 组 蛋白 库 中 。 

(2) 复制 又 移 动 的 速率 远 低 于 细菌 。 

(3) 具有 多 个 复制 子 , 这 可 以 弥补 复制 又 移动 速率 偏 低 对 整个 DNA 复制 速率 的 制约 。 虽 然 真 核 
细胞 核 DNA 具有 多 个 复制 起 始 区 ,但 它们 在 复制 的 时 候 不 一 定 同时 启动 。 

(4) 网 崎 片段 的 长 度 为 100~200 nt, 小 于 细菌 的 1 000~2 000 nt。 

(5) 复制 被 限制 在 细胞 周期 的 $ 期 ,并 受到 严格 的 调控 。 

(6) 在 第 一 轮 复制 结束 之 前 不 可 能 进行 第 二 轮 复制 ,而 快速 生长 的 细菌 在 第 一 轮 复制 还 没有 结束 
的 时 候 就 可 以 进行 第 二 轮 复制 。 

(7) 需要 端 粒 酶 解决 染色 体 DNA 末端 复制 问题 。 

(8) 复制 终止 没有 特定 的 像 大 肠 杆菌 Ter 序列 的 终止 区 。 

为 了 深入 了 解 真 核 细 胞 的 复制 机 制 , 搞 清 楚 参 与 复制 的 主要 蛋白 质 和 酶 的 结构 与 功能 ,科学 家 选 
择 了 一 个 简单 适用 的 猿 猴 病毒 40(SV40) 复制 系统 ,取得 了 许多 宝贵 的 数据 。 

SV40 最 初 是 在 野生 猴子 的 肾 细 胞 培养 物 中 发 现 的 一 种 DNA 病毒 。 其 染色 体 较 小 ,复制 几乎 完全 
依赖 于 宿主 蛋白 ,因此 可 以 在 体外 进行 研究 。 通 过 这 种 手段 ,研究 人 员 发 现 有 8 种 宿主 蛋白 和 1 种 病 
毒 自 身 编 码 的 蛋白 参与 SV40 的 DNA 复制 。 

目前 对 SV40 DNA 复制 的 起 始 和 延伸 阶段 的 反应 已 非常 清楚 ,只 是 对 终止 阶段 的 反应 尚 不 明确 ， 
主要 步骤 包括 (图 33-27): 人 2 分 子 由 病毒 基因 组 编码 的 T 抗 原 六 聚 体 蛋 白 作为 起 始 蛋白 ,在 ATP 的 
存在 下 与 SV40 复制 起 始 区 结合 ,从 而 导致 这 个 区 域 的 DNA 双 链 解 链 。@) 由 3 个 亚 基 组 成 的 SSB 一 一 
RPA 与 上 述 稳定 的 起 始 蛋白 /DNA 复合 物 结合 , 进 一 步 刺激 T 抗 原 的 解 链 酶 活性 ,致使 解 链 区 扩大 。 
@) DNA 聚合 酶 w/ 引发 酶 复合 物 与 了 抗原 /RPA 复合 物 结合 。 不 久 ,新 的 RNA-DNA 在 复制 起 始 区 被 
合成 ,但 DNA 聚合 酶 w 最 多 在 引物 之 后 延伸 15 nt。@ 团 细胞 内 的 复制 因子 C(RF-C) 先 与 新 合成 的 
DNA 3' 端 结合 ,然后 将 PCNA 和 DNA 聚合 酶 ; 招募 到 模板 。@ 结 合 到 模板 上 具有 校对 能 力 和 高 度 进 
行 性 的 DNA 聚合 酶 8 取代 a, 继 续 延 伸 新 合成 的 DNA 链 。@@ 前 导 链 和 后 随 链 的 合成 分 别 经 历 了 从 
DNA 聚合 酶 w/ 引发 酶 复合 物 到 DNA 聚合 酶 s 和 PCNA/DNA 聚合 酶 8 的 转换 。@ 前 导 链 和 后 随 链 
上 的 RNA 引物 都 由 FENIRNaseHI1 切除 。 由 于 DNA 聚合 酶 无 自我 校对 活性 ,因此 由 它 催化 的 约 15 nt 
的 片段 更 容易 发 生 错 配 。 幸 运 的 是 ,FEN1 在 切 引物 的 最 后 一 个 核 苷 酸 的 时 候 ,如 果 发 现 有 错 配 的 碱 
基 , 就 可 以 发 挥 其 内 切 酶 的 功能 ,顺便 切 掉包 括 错 配 碱 基 在 内 的 DNA 片段 。@) DNA 聚合 酶 8 在 催化 
下 一 个 网 崎 片段 合成 的 时 候 , 会 将 引物 和 错 配 的 碱 基 切 除 后 留 下 的 空缺 给 补 上 。 随 后 DNA 连接 酶 I 
将 相 邻 的 冈 崎 片段 之 间 的 缺口 连 上 。G@ DNA 拓扑 异 构 酶 工 负 责 清除 复制 又 移动 中 形成 的 正 超 螺旋 ， 
拓扑 异 构 酶 Ia 和 Ib 则 负责 解 连 环 体 ,促进 最 后 2 个 以 共 价 键 相连 的 连环 体 DNA 彼此 分 开 。 
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33-27 SV40 的 DNA 复制 模型 以 及 真 核 细胞 DNA 复制 叉 的 结构 模型 (pol 为 DNA 聚合 酶 的 缩写 ) 


真 核 细胞 核 DNA 复制 的 起 始 与 SV40 十 分 相似 ,包括 启动 复制 所 必需 的 蛋白 质 的 结构 与 功能 、. 导 
致 复制 启动 的 一 系列 事件 发 生 次 序 , 以 及 复制 起 始 的 调控 机 制 等 。 然 而 ,在 复制 起 始点 的 选择 上 , 却 
有 一 定 程度 的 自由 度 。 差 别 似乎 集中 在 复制 起 始 区 的 组 成 和 起 始 蛋 白 识别 的 方式 上 。 事 实 上 , 某 些 
多 细胞 生物 ,如 后 生动 物 ,在 发 育 过 程 中 能 够 改变 复制 起 始 区 的 数目 和 位 置 。 


五 、 古 菌 的 DNA 复制 

与 细菌 相似 , 古 菌 的 染色 体 DNA 也 是 单 倍 体 的 环 状 DNA, 其 上 的 基因 数目 也 差不多 。 然 而 ,在 
_DNA 模板 存在 的 状态 .包装 的 方式 以 及 复制 机 制 上 , 古 菌 与 真 核 生物 非常 相似 。 

所 有 生物 体内 的 DNA 在 没有 复制 之 前 , 绝 大 多 数 是 以 负 超 螺旋 的 状态 存在 的 ,但 不 同类 型 的 生 
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物 引入 负 超 螺旋 的 机 制 并 非 相 同 。 细 菌 是 通过 旋转 酶 引入 ,而 真 核 生 物 利 用 组 蛋白 与 DNA 形成 核 小 
体 的 机 制 引 入 。 许 多 古 菌 同 时 具有 DNA 旋转 酶 和 组 蛋白 ,因此 ,这 些 古 菌 在 染色 体 DNA 引入 负 超 螺 
旋 的 手段 可 能 类 似 于 细菌 ,也 可 能 类 似 于 真 核 生物 ,还 可 能 同时 利用 组 蛋白 和 旋转 酶 。 古 菌 的 组 蛋白 
长 度 要 短 于 真 核 生物 , 但 氨基 酸 序列 及 三 维 结构 与 真 核 生物 相 似 ,因此 也 可 以 自发 组 装 成 组 重 白 核 
心 。 然 而 , 古 菌 的 组 蛋白 在 与 DNA 形成 核 小 体 的 时 候 , 只 形成 四 聚 体 核心 ,而 不 是 真 核 生物 八 聚 体 核 
心 。 细 菌 没 有 组 蛋白 ,虽然 含有 类 似 组 蛋白 的 碱 性 蛋白 与 DNA 结合 ,但 从 来 不 会 形成 核 小 体 的 结构 。 
事实 上 ,许多 古 菌 也 含有 这 样 的 碱 性 蛋白 。 此 外 ,对 于 那些 生活 在 极端 高 温 下 的 古 菌 而 言 , 它 们 含有 
DNA 反 旋 转 酶 (reverse DNA gyrase)。 与 旋转 酶 不 同 的 是 , 反 旋 转 酶 催化 的 反应 是 将 正 超 螺旋 引入 染色 
体 DNA。 这 种 反 旋 转 酶 的 存在 显然 是 为 了 维持 这 些 嗜 高 温 古 菌 细胞 内 DNA 的 稳定 。 

在 DNA 复制 上 , 古 菌 与 细菌 相似 的 是 , 它 也 不 需要 也 没有 端 聚 酶 ,因为 其 染色 体 DNA 是 环 状 ,无 
端 粒 结 构 ,而 在 其 他 方面 更 像 真 核 生 物 , 主要 表现 在 :ID DNA 模板 与 组 蛋白 形成 核 小 体 , 而 核 小 体 结 
构 对 复制 会 产生 一 定 影响 ;@) 许 多 古 菌 具有 多 个 复制 起 始 区 ;@ 参 与 复制 的 许多 蛋白质 和 酶 在 结构 与 
功能 上 非常 接近 真 核 生物 ( 表 33-5)。 例 如 ,参与 DNA 复制 的 主要 聚合 酶 与 真 核 生物 一 样 , 为 B 类 ,而 
细菌 使 用 的 是 C 类 。 





喧 表 33-5 细菌 \ 真 核 生物 和 古 菌 参与 DNA 复制 的 主要 和 蛋白质 和 酶 的 比较 








参与 复制 的 看 白质 和 酶 细菌 。 真 核 生 物 RE 
起 始 蛋 白 DnaA ORC Orcl/Cde6 
解 链 酶 DnaB MCM 复合 物 MCM 
解 链 酶 转载 物 DnaC Cde6+Cdrl Orel/Cde6 
DNA 聚合 酶 C 类 B 类 B 类 
滑动 钳 DNA 聚合 酶 焉 的 B 亚 基 PCNA PCNA 
滑动 钳 转 载 物 ?Y 亚 基 复合 物 RF-C RF-C 
DNA 连接 酶 依赖 于 NAD”* 依赖 于 ATP 依赖 于 ATP 
切除 引物 的 酶 DNA 聚合 酶 IT/RNaseH RNaseH/FEN1 RNaseH/FEN1 
端 聚 酶 无 有 无 


第 四 节 DNA 复制 的 高 度 忠实 性 


DNA 复制 具有 其 高 度 的 忠实 性 (high-fidelity), 其 错误 率 在 10”~10” ,要 远 远 低 于 DNA 转录 、RNA 
复制 和 翻译 的 错误 率 (10”~10”)。 概 括 起 来 有 以 下 几 种 机 制 在 起 作用 : 

(1) 4 种 dNTPs 浓度 的 平衡 ”细胞 内 4 种 dNTPs 浓度 的 平衡 对 于 DNA 复制 的 忠实 性 有 很 大 的 影 
响 ,理想 的 比例 应 该 是 1 : 1 : 1 : 1。 如 果 一 种 核 苷 酸 的 浓度 远 远 高 于 另外 3 种 , 那 浓 度 过 高 的 核 苷 酸 
参 和 新 合成 DNA 分 子 上 的 机 会 就 大 增 ,这 会 增加 核 苷 酸 错 配 的 可 能 性 而 使 复制 忠实 性 下 降 。 好 在 细 
胞 内 负责 合成 脱氧 核 苷 酸 的 核 苷 酸 还 原 酶 具有 非常 精妙 的 调节 机 制 , 从 而 可 以 维持 4 种 dNTPs 浓度 
的 平衡 ( 详 见 第 三 十 二 章 “ 核 苷 酸 代 谢 ”)。 有 一 种 在 体外 使 用 PCR 对 特定 基因 进行 随机 突变 的 方法 ， 
就 是 在 反应 系统 中 故意 让 其 中 一 种 dNTP 的 量 很 低 而 实现 的 。 

(2) DNA 聚合 酶 的 高 度 选择 性 DNA 聚合 酶 直接 催化 核 背 酸 的 参 和 人, 它 能 够 根据 模板 链 的 核 
苷 酸 序列 ,按照 碱 基 互 补 配对 的 规则 选择 正确 的 核 苷 酸 。 研 究 表明 , 酶 使 用 了 几何 选择 (geometric 
selection) 和 构象 变化 两 种 机 制 。 若 是 正确 的 核 苷 酸 进 入 酶 的 活性 中 心 , 那 形成 的 碱 基 对 在 外 形 .距离 
和 糖 昔 键 连接 的 角度 上 匹配 得 几乎 完美 ;若是 错误 的 核 苷 酸 进 入 活性 中 心 ,形成 的 碱 基 对 在 外 形 距 
离 和 糖苷 键 连接 的 角度 上 与 Watson-Crick 碱 基 对 就 有 较 大 的 差别 。 于 是 错误 的 dNTP 因 几 何 形 状 不 
对 而 不 适合 进入 活性 中 心 ,相反 ,正确 的 dNTP 很 容易 进入 酶 的 活性 中 心 。 在 没有 底 物 结合 的 时 候 , 聚 





合 酶 的 手指 - 手掌 - 拇指 的 构象 处 于 开放 状态 。 一 且 正 确 的 dNTP 进入 酶 活性 中 心 ,“ 诱 导 契 合 ” 
开始 起 作用 。 正 确 配对 的 核 苷 酸 会 诱导 酶 的 构象 迅速 发 生 较 大 的 变化 。 构 象 发 生变 化 的 酶 能 更 好 
地 包 被 碱 基 对 ,使 之 采取 合适 的 取向 。 如 果 错 误 的 核 音 酸 进 入 活性 中 心 , 酶 构象 发 生 的 变化 就 要 慢 近 
一 万 倍 ! 

(3) DNA 聚合 酶 的 自我 校对 “这 是 由 DNA 聚合 酶 本 身 所 具有 的 3'- 外 切 酶 活性 来 执行 的 ( 详 见 
“DNA 聚合 酶 的 结构 与 功能 ”)。 

(4) 错 配 修复 ”以 上 三 种 机 制 并 不 能 保证 合成 好 的 新 链 绝对 不 会 出 现任 何 错 配 的 核 苷 酸 。 倘 大 
真 的 出 现 了 错 配 的 核 苷 酸 ,机 体 还 有 没有 什么 补救 的 措施 ?实际 上 ,在 细胞 里 早已 预备 好 最 后 一 道 
“防线 "专门 来 处 理 复制 中 错 配 的 核 苷 酸 ,这 种 机 制 称 为 错 配 修复 (mismatch repair), 详 见 下 一 章 “DNA 
损伤 修复 和 突变 ”。 

(5) 使 用 RNA 作为 引物 在 DNA 复制 中 要 先 合成 RNA 引物 曾 叫 人 百 思 不 得 其 解 。 使 用 RNA 
引物 似乎 既 浪费 能 量 , 又 浪费 时 间 。 那 么 ,合成 RNA 引物 的 真正 意义 何在 ”如 果 从 复制 的 忠实 性 这 
个 角度 去 理解 ,就 找到 了 答案 。 在 DNA 合成 刚刚 开始 的 时 候 , 最 初 参 人 的 核 昔 酸 难 以 与 模板 链 形成 
稳定 的 双 螺 旋 ,因此 很 容易 发 生 错 配 ,但 如 果 使 用 RNA 引物 ,就 可 以 最 终 清 除 这 些 错 配 的 核 苷 酸 , 因 
为 RNA 引物 迟早 是 要 被 水 解 的 。 


第 五 节 DNA 复制 的 调节 机 制 


DNA 复制 的 调控 主要 集中 在 起 始 阶段 , 现 分 别 介绍 细菌 和 真 核 细 胞 的 DNA 复制 的 起 始 过 程 是 如 
何 受 到 调控 的 。 


一 、 细 菌 DNA 复制 起 始 的 调控 

以 大 肠 杆菌 为 例 , 何 时 进行 新 一 轮 DNA 复制 由 DNA 腺 味 吟 甲 基 化 酶 (DNA adenine methylase,Dam) 
和 DnaA 蛋白 控制 。 

如 图 33-28 所 示 , 亲 代 DNA 分 子 的 两 条 链 均 被 甲 基 化 , 甲 基 化 位 点 是 $-GATC-3' 序 列 中 腺 味 叭 
的 6 号 位 N 原子 ,催化 甲 基 化 的 酶 是 Dam, 甲 基 供 体 是 SAM。oriC 内 含有 11 个 重复 的 CATC 序列 ,在 
亲 代 DNA 分 子 上 都 被 甲 基 化 了 。 只 有 甲 基 化 的 oriC 才能 被 复制 起 始 蛋白 (DnaA 蛋白 ) 识别 和 结合 ， 
从 而 启动 DNA 的 复制 。 


(无 活性 oriC) 
半 甲 基 化 的 DNA 活性 oriC 
了 全 
一 GATC 一 一 GATC 一 
活性 oriC 一 必 T 人 一 一 CTAG 一 


Me | 
| Me 
一 GATC 一 ”复制 1 Dam 甲 基 化 酶 
一 GTAG 一 3 0 
二 SS Me 
一 GATC 一 | 


全 甲 基 化 的 DNA 


一 GATC 一 
7 一 CTAG 一 
Me ‖ 
扣 
半 甲 基 化 的 DNA 
(无 活性 oriC) 活性 oriC 


33-28 ， 甲 基 化 对 细菌 DNA 复制 的 调节 (Me 表示 甲 基 ) 
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如 果 让 编码 SeqA 然而 ,新 合成 的 DNA 链 还 没有 被 甲 基 化 ,这 意味 着 刚刚 形成 的 两 个 子 代 DNA 分 子 中 只 有 -一 条 链 
We 是 甲 基 化 的 CDNA 的 半 保 留 复制 ) 在 这 种 情况 下 ,与 细胞 膜 结合 的 一 种 名 为 SeqA 的 抑制 蛋白 与 oriC 
变化 ? 结合 ,使 得 DnaA 蛋白 不 能 识别 和 结合 oriC。 当 Dam 将 子 代 DNA 分 子 上 的 GATC 序列 甲 基 化 以 后 ， 


SeqA 立刻 与 oriC 解 离 ,DnaA 和 蛋白 便 开 始 与 oriC 结合 ,从 而 启动 新 一 轮 DNA 的 复制 。 


二 、 真 核 细 胞 DNA 复制 起 始 的 调控 

真 核 细胞 的 基因 组 DNA 由 多 个 复制 子 组 成 ,各 复制 子 的 复制 被 限制 在 细胞 周期 的 S 期 , 且 在 一 
个 细胞 周期 内 ,每 一 个 复制 子 的 复制 只 会 启动 一 次 。 那 么 , 真 核 细 胞 是 如 何 做 到 这 一 点 的 呢 ? 

最 新 的 研究 表明 , 真 核 细胞 控制 DNA 复制 启动 的 机 制 主要 是 由 执照 因子 (licensing factor) 控制 的 
正 调 控 。 以 酵母 DNA 复制 的 启动 为 例 ,首先 需要 在 各 复制 起 始 区 ARS 上 形成 由 起 始 区 识别 蛋白 组 
装 而 成 的 复合 体 (origin recognition complex of protein,ORC)。ORC 由 6 个 不 同 的 亚 基 组 成 (Orel~Ore6), 存 
在 于 DNA 复制 的 全 过 程 。 于 是 ,ORC 和 DNA 之 间 的 相互 作用 决定 了 复制 的 起 点 。 但 ORC 并 不 能 让 
DNA 发 生 解 链 ,因此 虽然 它 在 细胞 周期 的 G; 期 已 经 形成 ,但 在 此 时 复制 并 不 能 启动 。 复 制 何 时 启动 
是 由 另外 一 类 称 为 执照 因子 的 蛋白 质 控 制 。 执 照 因子 在 细胞 周期 的 G, 期 合成 ,并 转移 到 细胞 核 ,在 
被 招募 到 ORC 上 以 后 ,开始 刺激 DNA 复制 的 启动 ,这 时 细胞 周期 已 进入 S 期 。 

执照 因子 包括 Cde6 (cell division cycle 6) 蛋白 、Cdtl 蛋白 和 MCM (minirchromosome maintenance) 


框 33-2 ”生化 研究 动态 一 干细胞 分 裂 过 程 中 的 染色 体 分 离 

干细胞 是 具有 自我 更 新 ` 高 度 增 殖 和 多 向 分 化 潜能 的 细胞 群体 。 这 些 细胞 可 以 通过 细胞 分 裂 来 维持 
自身 细胞 群 的 大 小 ,同时 又 可 以 进一步 分 化 成 为 各 种 不 同类 型 的 组 织 细胞 , 从 而 构成 机 体 各 种 复杂 的 组 织 
和 器 官 。 由 于 干细胞 具 高 度 分 裂 性 ,如 小 鼠 的 小 肠 黏 异 干 细胞 在 小 鼠 的 一 生 中 要 分 裂 大 约 1 000 次 ,而 每 
分 裂 一 次 ,DNA 就 要 复制 一 次 ,其 中 复制 出 错 是 不 可 避免 的 。 如 果 细 胞 分 裂 过 程 中 DNA 的 分 配 是 哺 机 
的 话 , 在 干细胞 内 就 会 积累 越 来 越 多 的 错误 (从 干细胞 分 化 出 来 的 体 细胞 虽然 也 继承 一 些 复制 的 错误 ,但 
其 有 限 的 生命 周期 不 会 造成 错误 的 不 断 积累 ), 这 芝 必 影响 到 干细胞 基因 组 DNA 的 稳定 性 ,而 大 大 增加 细 
和 色 癌 变 的 和 危险。 那么 ,干细胞 是 如 何在 不 断 的 分 裂 过 程 中 维持 其 基因 组 DNA 的 高 度 稳 定性 的 呢 ? 

在 1966 年 前 后 ,对 小 鼠 胚 胎 培 养 细胞 和 中 国 仓鼠 钓 集 培养 细胞 的 实验 显示 , 老 的 DNA 链 和 新 的 
DNA 链 在 子 细胞 中 的 分 本 并 不 是 随机 的 ;新 的 链 和 















































































































































倾向 于 缠绕 在 一 起 。1975 年 ,John Caims 在 其 对 Ap/ 
上 皮 细 胞 分 裂 研究 的 基础 上 ,提出 “不 朽 链 假说 ” | 对称 分 列 
(inmamortal-strand hypothesis) 来 解释 上 述 现象 。 scAMp scMM 
学 说 的 主要 内 容 是 (图 33-29), 干 细胞 的 分 3 人 

裂 是 不 对 称 的 ,而 分 裂 的 不 对 称 性 使 以 后 的 干 细 不 对 称 分 裂 
胞 能 够 选择 性 得 到 含有 最 老 的 DNA 模板 的 染色 sh 有 
体 。 这 样 的 假设 是 合乎 逻辑 的 ,因为 如 果 一 个 干 扑 人 体 细胞 
细胞 在 分 裂 中 抓 住 最 老 的 DNA ,就 等 于 将 复制 可 sp 
能 产生 的 错误 “ 拒 之 门 外 ”, 从 而 大 大 降低 了 细胞 人 体 细 胞 
癌变 的 可 能 性 ,而 将 来 分 化 成 体 细胞 的 子 细胞 得 
到 易 错 的 新 DNA 也 没有 太 大 危险 ,原因 是 它们 很 “AU :2 一 一 全 化 记 
快 停止 分 裂 或 者 死亡 ,特别 是 在 高 度 更 新 的 组 织 。 1 的 DRA 者 DNA 

迄今 为 止 , “不 朽 链 假说 "已 在 很 多 类 型 的 干 
细胞 分 裂 系统 中 得 到 验证 。 图 33-29 “不 和 链 假 说 "图 角 
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蛋白 。 其 中 Cdc6 和 蛋白 和 Cdtl 蛋白 先 与 ORC 结合 ,然后 再 将 MCM 和 蛋白 装载 到 ORC 上 。 只 有 被 MCM 
包 被 的 DNA 才能 复制 。 具 体 过 程 是 (图 33-30): 在 Noc3 蛋白 的 帮助 下 ,Cde6 蛋白 与 ORC 结合 后 ,人 允 
许 Cdtl 装载 MCM(Mem2~Mem7) 上 来 ,形成 预 复制 复合 物 。Noc3 是 一 种 与 复制 起 始 区 相连 的 高 度 保 
守 的 DNA 结合 蛋白 ,与 ORC 和 MCM 和 蛋白 都 有 相互 作用 。Mem2 和 其 他 5 种 MCM(Mcm3~Mcm7) 以 
六 聚 体 的 形式 存在 ,具有 解 链 酶 的 活性 ,负责 亲 代 DNA 的 解 链 。 此 过 程 受到 RPA 的 促进 。DNA 合 
成 受到 Meml10 加 入 的 引发 ,但 Meml10 只 有 在 受到 依赖 于 Dbf4 的 和 蛋白质 激酶 (Dbf-dependent protein 
kinase,DDK) 一 一 Cdc7/Dbf4 或 依赖 于 周期 蛋白 的 蛋白 质 激酶 (CDK2/ 周期 蛋白 王 和 CDK2/ 周期 蛋白 
A) 的 作用 发 生 磷酸 化 修饰 后 才 有 活性 。 磷 酸化 的 Meml0 招募 Cdc45、Sld 和 GIN 蛋白 “护送 ”DNA 聚 
合 酶 w /引发 酶 到 预 复 制 复合 物 , 在 ORC 或 附近 启动 RNA 引物 的 合成 ,由 此 引发 DNA 的 复制 。 
DNA 复制 一 旦 启动 ,Cde6 和 蛋白 和 Cdtl 蛋白 就 离开 ORC ,其 中 Cdtl 被 泛 酰 化 后 进入 蛋白 酶 体 降 解 ， 

MCM 蛋白 则 随 着 复制 叉 的 前 进 逐 步 与 DNA 解 离 。 











Noc3 Cdc6 
CE 解 链 酶 装载 形成 Mcm2~Mcm7 
复制 起 始 区 预 复制 复合 物 、 
Mcml0 
Cdtl 
解 链 酶 激活 CDK+DDK 
( 预 起 始 复合 物 ) 
Cdc45 
这- 合 cdce, 
的 - cdt 


33-30 ”酵母 细胞 DNA 复制 的 正 调控 


科学 故事 一 一 半 保 留 复 制 的 实验 证 明 

Watson 和 Crick 于 1953 年 4 月 25 日 在 Waiure 杂志 上 发 表 了 具有 划时代 意义 的 题 为 “Molecular 
Structure of Nucleic Acids” 的 论文 最 后 一 段 这 样 写 道 : “Tt has not escaped our notice that the specifc pairing 
we have postulated immediately suggests a bossible copying mechanism for the genetic material. The structure 
itself suggested that each strand could separate and act as a template for a new strand,therefore doubling the 
amount of DNA,yet keeping the genetic information ,in the form of the original sequence,intact.” 关 ij 对 成 中 文 
的 意思 是 ,， 特定 的 碱 基 配 对 性 质 让 我 们 立刻 注意 到 遗传 物质 可 能 的 复制 机 制 。 结 构 ( 双 螺旋 ) 的 本 身 意 
味 着 每 一 条 链 可 以 分 离开 来 ,作为 新 链 的 模板 ,于 是 DNA 的 量 加 倍 了 ,而 且 保证 了 遗传 物质 以 原来 原封 
不 动 的 序列 形式 存在 。 在 文中 ,他 们 虽然 对 DNA 复制 的 具体 机 制 并 没有 提 及 ,但 已 经 就 DNA 复制 采取 
的 可 能 是 一 种 半 和 保留 方式 做 出 了 大 胆 的 预测 。 然 而 ,细胞 内 DNA 复制 是 否 就 是 以 这 种 方式 进行 的 , 光 和 赁 
预测 是 不 够 的 ,还 必须 用 实验 去 验证 。 由 Meselkson 和 Stahl 设计 的 被 誉 为 “生物 学 最 美丽 的 实验 ”最 终 证 
明了 Watson 和 Crick 预测 的 正确 性 。 

1953 年 , Meselson 在 加 利 福 尼 亚 州 立 理工 学 院 (GCaltech) 开始 了 以 化 学 为 专业 的 研究 生 
阶段 的 学 习 。 他 进 人 了 Pauling 的 实验 室 , 最 终 完 成 了 其 博士 论文 第 二 部 分 ,关于 W,V- 三 甲 基 两 二 
酰胺 CN,N=dimethyl malonamide) 晶体 结构 的 工作 。 这 部 分 工作 的 重点 是 确定 这 个 分 子 中 含有 的 肽 
键 是 不 是 共 平 面 的 , 即 是 否 与 Pauling 的 共振 理论 相符 。 与 他 的 博士 论文 第 一 部 分 , 即 关 于 大 分 子 的 
密度 梯度 平衡 沉降 技术 在 DNA 研究 上 的 应 用 相 比 ,第 二 部 分 鲜 为 人 知 。 身 为 Pauling 的 弟子 ,在 听 过 
Pauling 开设 的 有 关 化 学 键 的 课程 以 后 ,他 对 当 互 被 其 同位 素 气 CH) 取代 以 后 氢 键 的 相对 强度 产生 了 
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[图 | 33-31 Meselson ( 左 ) 
与 Stalh 在 最 初 相遇 的 一 棵 
树 下 42 年 后 重逢 时 的 合影 
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兴趣 。 就 在 他 对 气 参 人 到 生物 分 子 以 后 ,生物 体 如 何 能 够 生存 下 来 的 问题 发 生 兴 趣 的 时 刻 , Meselson 正 
好 去 听 了 Jacques Monod 在 Caltech 作 的 有 关 细 菌 诱 导 酶 合成 的 学 术 报 告 。Meselson 推测 ,如 果 细 菌 能 
在 重水 里 培养 , 然后 被 转移 到 一 般 的 水 里 继续 培养 , 则 一 旦 加 入 遂 导 物 , 则 任何 新 合成 的 蛋白 质 就 应 该 
具有 正常 的 密度 , 与 原来 老 的 蛋白 质 的 密度 是 有 差别 的 ,利用 密度 差异 可 以 将 “ 老 ” 的 蛋白 质 和 新 合成 
的 蛋白 质 分 开 。 事 实 上 ,如 果 在 一 个 具有 中 间 密 度 的 咨 液 中 离心 ,，“ 老 "的 蛋白 质 可 能 沉降 下 来 ,而 新 合 
成 的 蛋白 应 该 悬 汉 在 上 面 。 

不 和 久 ,他 开始 将 注意 力 转移 到 DNA 复制 的 问题 。 在 与 Max Delbriick 对 DNA 双 螺 旋 结 构 以 及 可 能 
的 复制 方式 进行 了 一 番 热 烈 的 讨论 以 后 , 他 突然 想到 相同 的 方法 也 许可 以 用 来 研究 DNA 复制 。 于 是 ,他 
决定 投入 精力 去 确定 DNA 复制 是 否 就 是 按照 Watson 和 Crick 预测 的 半 保 留 方式 进行 的 。 与 此 决定 无 关 
的 一 件 事 也 许 对 其 最 后 的 成 功 带 来 决定 性 的 影响 :1954 年 的 夏天 ,Meselson 去 马里 兰州 位 于 Woods Hole 
的 海洋 生物 实验 室 ,协助 Watson 进行 一 些 滴定 实验 ,以 获得 RNA 双 螺旋 结构 的 证 据 。 巧 合 的 是 ,来 自 
Rochester 大 学 的 Frank Stabhl 博士 也 在 Woods Hole 修 生理 学 课程 。 一 天 ,正当 Stabhl 在 树 下 思考 噬菌体 
遗传 性 的 一 个 问题 的 时 候 , 他 们 相遇 并 从 此 成 了 朋友 和 学 术 伙伴 。 就 在 Meselson 对 噬菌体 遗传 学 还 似 懂 
非 懂 的 时 候 , 他 在 微 积 分 上 的 专长 帮助 Stabl 解决 了 问题 。 不 久 Meselson 提出 了 利用 Stahl 在 研究 噬菌体 
DNA 上 的 特长 ,使 用 噬菌体 DNA 来 合作 研究 DNA 复制 的 可 能 性 。 他 还 提出 了 使 用 气 来 重 标记 DNA 
的 设想 ,以 此 用 密度 梯度 离心 来 分 离 重 的 DNA 和 轻 的 DNA。 然 而 ,他 们 很 快 就 意识 到 使 用 吃 菌 体 DNA 
进行 实验 带 来 的 复杂 性 问题 ,因为 哦 菌 体 DNA 之 间 存 在 高 频 的 重组 事件 ,由 此 引起 亲 代 和 子 代 DNA 片 
段 的 交换 是 可 以 预见 的 ,这 势必 会 影响 到 结果 的 分 析 。 幸 运 的 是 ,Seahl 已 经 打算 去 Caltech 做 博士 后 研 
究 , 以 方便 以 后 的 讨论 和 合作 。 既 然 噬菌体 行 不 通 ,较为 简单 的 单 细 胞 系统 一 一 及 colii 也 许 是 一 个 不 错 的 
选择 。 后 来 ,Meselson 想 知道 更 多 有 关 DNA 合成 前 体 分 子 性 质 的 知识 ,在 文献 调研 中 ,得 知 胸腺 喀 啶 的 
类 做 物 一 一 5- 溴 尿 喀 啶 (5-bromouracil,5-BrU) 能 够 代替 工 参 人 到 正在 合成 的 DNA 分 子 之 中 。5-BrU 
相当 于 工 ,由 Br 原子 代替 旷 啶 环 C5 上 的 甲 基 。Br 与 甲 基 具 有 几乎 相同 的 范 德 华 半径 ,但 由 于 5-BrU 
与 工 的 离子 化 程度 不 同 ,Meselson 想到 也 许可 以 用 5-BrU 标记 DNA, 然后 利用 电泳 的 方法 将 它 与 含有 
工 的 DNA 分 离开 来 。 特 别 重要 的 是 ,他 特别 想到 含有 5-BrU 的 DNA 要 比 含 有 工 的 DNA 重 得 多 ! 于 
是 ,他 考虑 使 用 5-BrU 来 重 标记 DNA 以 验证 DNA 半 保 留 复制 的 可 能 性 。 由 于 需要 超 离 心 技术 的 关系 ， 
他 认识 了 Calech 的 超 离 心 技术 奇才 Jerry Vinograd, 并 学 会 了 如 何 操作 当时 最 先进 的 Beckman Spbinco 王 
型 超 离 心机 。 在 Vinograd 悉心 指导 下 ,Meselson 开始 尝试 用 7 mol/L 的 CsCl 重 盐 咨 被 来 沉降 DNA。 使 
用 CsCl 的 主意 来 自 他 认为 可 以 将 重 标记 的 DNA 与 轻 DNA 分 开 来 的 设想 一 一重 标记 DNA 沉降 下 来 ， 
轻 DNA 悬浮 在 表面 。 然 而 , 令 他 们 惊 庄 的 是 ,在 高 速 离心 场 下 ,一 种 盐 密度 梯度 很 快 就 形成 了 , 且 DNA 
迁移 到 与 其 等 密度 的 区 域 ,形成 很 罕 的 条 带 。 于 是 有 关 密 度 梯度 离心 的 概念 被 Meselson 提出 来 ,相关 的 
论文 发 表 在 1957 年 5 月 份 的 美国 科学 院 院 刊 上 。 论 文中 的 图 和 理论 计算 实际 上 是 他 博士 论文 第 一 部 分 
的 内 容 。 论 文中 还 记录 了 含有 5-BrU 的 DNA (在 含有 5-BrU 培养 基 中 培养 的 受 T4 噬 菌 体感 染 尽 co 
中 ,得 到 被 5-BrU 标记 的 T4 鸣 菌 体 PNA) 在 密度 梯度 离心 中 的 沉降 情况 。 结 果 显 示 , 被 5-BrU 标记 的 
DNA 条 带 所 处 位 置 的 密度 是 1.8 g/cm ,而 含有 工 的 DNA 所 在 位 置 的 密度 是 1.7 g/cm。 虽 然 文中 没有 
提 到 使 用 这 种 方法 研究 DNA 复制 ,但 用 于 研究 完整 病毒 和 生物 大 分 子 的 报道 还 是 非常 富有 开创 性 的 。 

幸运 之 神似 乎 正在 一 步 一 步 地 将 Meselson 和 Stahl 带 到 研究 DNA 复制 的 里 程 碑 的 实验 设计 思 
路 上 去 。 他 们 本 来 想 用 5-BrU 去 重 标记 DNA 的 ,但 后 来 担心 5-BrU 能 诱发 DNA 突变 而 对 细胞 产 
生 毒性 ,以 及 能 和 否 获 得 标记 的 均一 性 的 问题 ,他 们 决定 使 用 “5NH4CI 作为 唯一 N 源 的 合成 培养 基 , 去 
培养 已 co 以 获得 被 N 标记 的 重 DNA。 他 们 首先 将 玉 co 吵 放 在 5NH4C1 培 养 基 中 连续 培养 十 几 代 ， 
得 到 了 几乎 全 被 ”N 标记 的 玉 coi DNA; 然 后 , 随 着 细菌 的 指数 生长 ,用 10 倍 过 量 的 NH4C1 稀 





释 培养 基 。 期 间 在 不 同 的 时 段 ,将 DNA 从 细菌 中 抽取 出 来 ,并 使 用 Cscl 密度 梯度 离心 的 方法 进行 
分 析 。 

研究 的 结果 是 ,起 初 完全 被 “N 标记 的 DNA 具有 单一 的 条 带 , 而 在 “NHICI 培养 基 中 培养 的 第 一 代 
细菌 DNA 的 密度 介 于 “N-DNA 和 ”N-DNA 之 间 ,为 杂交 带 DNACNVN-DNA)。 随 着 杂交 带 的 出 现 ， 
亲 代 的 条 带 CN-DNA) 消失 了 。 而 在 第 二 代 细 菌 中 ,得 到 几乎 等 量 的 “N-DNA 和 杂交 带 DNA。 随 着 
培养 代数 的 增加 , 厅 交 带 始 终 存在 ,而 且 它 的 量 维持 不 变 , 但 ”“N-DNA 的 量 越 来 越 多 。 由 此 可 以 得 出 结论 ， 
DNA 复制 以 半 保 留 的 方式 进行 。 为 了 进一步 确认 这 一 点 ,Meselsona 和 Stabhl 在 密度 梯度 离心 之 前 ,用 热 变 
性 处 理 CsCl 溶 该 中 DNA 样品 (100%C 下 30 min), 结 果 发 现 ,杂交 DNA 分 成 了 “N-DNA 和 ”N-DNA 两 
条 带 。 
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名 ”第 三 十 四 章 “DNA 的 损伤 .修复 和 突变 


DNA 与 其 他 生物 大 分 子 一 样 , 在 各 种 内 外 因素 的 作用 下 ,其 结构 可 能 会 遭受 到 损伤 。 但 和 其 他 
生物 大 分 子 不 一 样 的 是 ,DNA 是 唯一 一 种 在 发 生 损伤 以 后 可 以 被 完全 修复 的 分 子 , 而 其 他 生物 大 分 子 
在 受到 损伤 以 后 要 么 被 降解 ,要 么 被 取代 。 当 然 , 并 不 是 所 有 发 生 在 DNA 分 子 上 的 损伤 都 可 以 修复 。 
如 果 DNA 受到 的 损伤 不 能 及 时 修复 ,不 仅 会 使 DNA 的 复制 和 转录 受到 影响 ,还 可 能 导致 机 体 发 生 

细胞 在 DNA 受到 损伤 以 后 ,之 所 以 选择 的 处 理 方法 是 尽量 将 其 修复 而 不 是 降解 ,是 因为 作为 遗 
传 物质 的 DNA 分 子 在 细胞 内 只 有 一 个 拷贝 ,如 果 将 其 降解 的 话 ,细胞 也 就 失去 了 存在 的 根基 ,此 外 ， 
DNA 的 互补 双 螺 旋 结 构 使 修复 一 个 受 损伤 的 DNA 分 子 变 得 相对 容易 。 正 因为 如 此 ,一 种 生物 体 , 即 
使 是 那些 基因 组 甚 小 的 生物 ,也 会 在 DNA 修复 上 投入 大 量 的 基因 ,这 再 次 说 明了 “遗传 物质 的 稳定 
性 压倒 一 切 ”。 

本 章 将 集中 介绍 导致 DNA 损伤 的 各 种 因素 .DNA 损伤 的 类 型 各 种 修复 机 制 和 DNA 的 突变 。 


第 一 节 “DNA 的 损伤 


导致 DNA 损伤 的 根源 有 细胞 内 在 因素 和 环境 因素 ,属于 内 在 因素 的 有 :CD DNA 复制 中 发 生 的 错 
误 ;@) DNA 结构 本 身 的 不 稳定 ,如 C 自发 脱 氨基 生成 U,A 自发 脱 氨基 生成 I;@ 细 胞 内 活性 氧 (ROS) 
的 破坏 作用 。 属 于 环境 因素 的 有 物理 因素 和 化 学 因素 ,其 中 前 者 包括 紫外 辐射 和 离子 辆 射 (X 射线 
和 Y 射线 ), 后 者 包括 各 种 化 学 诱 变 剂 ,有 的 是 天 然 的 ,如 黄 曲 霉 素 (aflatoxin), 有 的 是 人 造 的 ,如 顺 铂 
(cisplatin) 芥 子 气 和 烷 基 化 试剂 等 。 

不 同 的 因素 通常 引起 不 一 样 的 损伤 ,一 般 根 据 受 损 的 部 位 ,将 DNA 损伤 分 为 碱 基 损伤 和 DNA 链 
的 损伤 两 大 类 。 

碱 基 损伤 又 可 以 分 为 5 个 亚 类 :GD 碱 基 脱 落 (base loss), 损 伤 的 原因 是 由 于 DNA 结构 的 不 稳定 ,更 
具体 地 说 是 DNA 分 子 上 连接 碱 基 和 核糖 的 糖苷 键 自 发 地 发 生 了 水 解 ,以 脱 味 叭 最 普遍 ; 当 细 胞 受热 
或 酸度 提高 时 ,这 种 损伤 加 剧 ;@) 碱 基 转 换 , 即 由 一 种 碱 基 转 换 为 另外 一 种 碱 基 ; 损 伤 的 原因 也 是 由 于 
DNA 结构 的 不 稳定 ,但 直接 的 原因 是 含有 氨基 的 碱 基 自 发 地 发 生 了 脱 氨基 反应 ( 亚 硝 酸 的 存在 会 加 剧 
这 种 损伤 ), 例 如 ,C 和 A 经 脱 氨基 反应 分 别 转变 为 U 和 ;四 碱 基 修 饰 ,这 是 某 些 化 学 试剂 或 活性 氧 直 
接 作 用 于 碱 基 造 成 的 ,例如 活性 氧 修 饰 鸟 味 叭 产生 8- 氧 鸟 味 叭 (8-oxoguanine) (图 34-14), 烷 基 化 试 
剂 修 饰 鸟 味 叭 产生 6- 甲 基 乌 味 叭 ;四 碱 基 交 联 ,紫外 辐射 可 导致 DNA 链 上 相 邻 的 喀 啶 碱 基 , 主要 是 T 
之 间 形 成 喀 啶 二 聚 体 或 6-4 光 产 物 (图 34-1);@ 碱 基 错 配 ,在 DNA 复制 过 程 中 ,4 种 dNTP 浓度 的 不 
平衡 、 碱 基 的 互 变异 构 或 碱 基 之 间 的 差别 不 足 都 可 能 引起 错 配 ;虽然 绝 大 多 数 错 配 碱 基 能 被 DNA 聚 
合 酶 的 自我 校对 机 制 切除 ,但 仍 会 有 少数 “漏网 之 鱼 " 得 以 逃脱 。 

DNA 链 的 损伤 又 分 为 4 个 亚 类 :中 核糖 核 昔 酸 在 复制 中 参 人 到 DNA 链 上 ;CO) DNA 链 的 断裂 ,有 
单 链 断裂 和 双 链 断 链 ,原因 包括 离子 辐射 和 某 些 化 学 试剂 的 作用 ,如 博 来 霉 素 (bleomycin), 相 对 于 其 
他 类 型 ,这 种 损伤 最 为 严重 ; 当 DNA 出 现 太 多 的 裂口 ,尤其 是 双 链 裂口 的 时 候 ,往往 难以 修复 ,这 会 导 
致 细胞 的 死亡 ,肿瘤 放疗 就 基于 此 原理 ;GB DNA 链 的 交 联 ,原因 主要 是 某 些 双 功能 试剂 的 作用 ,导致 
DNA 发 生 链 间 交 联 ,如 丝 裂 霉 素 C (mitomycin C) 和 顺 铂 ;@ DNA 与 蛋白 质 之 间 的 交 联 ,UV 或 甲醛 可 





诱导 DNA 结合 蛋白 与 DNA 之 间 形 成 共 价 交 联 。 


第 二 节 “DNA 的 修复 


DNA 损伤 的 形式 虽然 很 多 ,但 细胞 内 的 修复 系统 也 不 少 ,可 谓 是 “ 魔 高 一 尺 , 道 高 一 丈 "。 基 本 上 
每 一 种 损伤 在 细胞 内 都 有 相应 的 修复 系统 ,有 时 还 不 止 一 种 。 根 据 修复 的 原理 ,DNA 修复 可 分 为 直接 
修复 (direct repair) 切 除 修复 (excision repair) 双 链 断 裂 修复 和 损伤 跨越 等 几 类 ,下 面 就 这 几 类 修复 方 
式 分 别 加 以 讨论 。 


一 、 直 接 修复 

绝 大 多 数 修复 系统 的 修复 策略 是 将 受 损伤 的 核 昔 酸 连同 周围 一 些 正 常 的 核 音 酸 一 起 切除 , 然 
后 ,以 另 一 条 互补 链 上 没有 受到 损伤 的 核 苷 酸 序列 作为 模板 ,重新 合成 以 取代 原来 异常 的 核 音 酸 。 
但 直接 修复 与 之 不 同 , 它 是 直接 将 损伤 加 以 道 转 , 而 不 需要 切除 任何 碱 基 或 核 背 酸 。 能 够 被 这 种 机 
制 修复 的 损伤 有 喀 啶 二 聚 体 和 6- 烷 基 鸟 味 叭 。 此 外 ,DNA 链 的 断裂 若是 发 生 在 磷酸 二 酯 键 上 , 且 
裂口 是 5- 磷酸 和 3'- 羟基 ,细胞 内 的 连接 酶 也 可 直接 将 裂口 锋 合 。 这 样 的 修复 显然 也 属于 直接 
修复 。 

(一 ) 喀 啶 二 聚 体 的 直接 修复 

参与 喀 啶 二 聚 体 直接 修复 的 酶 是 DNA 光 裂 合 酶 (DNA photolyase), 它 能 直接 识别 并 结合 位 于 
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DNA 双 螺 旋 上 的 喀 啶 二 聚 体 ,此 过 程 不 需要 光 。 然 后 ,利用 它 的 辅 基 作 为 吸光 色素 捕 提 光 能 ,再 用 捕 

er 获 的 能 量 直 接 打开 喀 啶 二 聚 体 ,最 后 再 与 DNA 解 离 ( 图 34_2). 
光 裂 合 酶 广泛 存在 于 细菌 . 古 菌 和 多 种 真 核 生 物 中 ,但 胎盘 类 哺乳 动物 却 没 有 这 类 酶 。 光 裂 
合 酶 分 为 2 类 :第 一 类 含有 2 种 辅 基 , 一 种 是 FADH ,另外 一 种 是 5,10- 甲 亿 基 - 四 氧 叶酸 (5,10- 
methenyltetrahydrofolate,MTHF ) 或 8- 羟基 -5- 去 氮 黄 素 (8-hydroxy-5-deazaflavin,8-HDF); 另 一 类 只 
产生 哮 啶 二 聚 体 含有 FADH 。 辅 基 的 功能 与 光合 作用 光 系 统 中 的 辅助 色素 相似 ,用 来 捕捉 蓝光 和 近 紫 外 光 (350~ 

| 450 nm)。 

图 34-3 显示 了 第 一 类 光 裂 合 酶 的 辅 基 在 直接 修复 喀 啶 二 聚 体 中 所 起 的 作用 :首先 是 MTHF 作为 
ER 聚 光 色 素 ,吸收 波长 350-450 nm 的 光 能 ,然后 将 能 量 传递 给 FADH-。FADH- 正如 光 系 统 中 的 中 心 色素 ， 
HE 接受 光 能 以 后 被 激发 ,进而 失去 一 个 电子 并 传递 给 喀 啶 二 聚 体 。 喀 啶 二 聚 体 得 到 一 个 电子 以 后 变 得 





ES 
关 开 他 赣 识 齐 不 稳定 ,随后 发 生 一 系列 电子 重 排 , 直 至 环 丁 烷 环 被 打破 ,电子 重新 回 到 FADH ,使 FADH- 得 以 再 生 。 
| 下 0 Or O 9 0 
hv(>300nm) HNA 一 NH 二 是 二 
一 -一 一 作 | 一 一 一 一 
TEA oa 本 O 了 图 YY we O .) 
光 裂 合 
区 各 合 车 扫 打 
开 喀 啶 二 聚 体 FADH 一 FADH 
FADH-” FADH 
CN f 久 
HN NH HIN NH 
II 0 
光 裂 合 酶 释放 二 了 oANN AS 
DNA 恢 复 正 常 


@34-2 ， 喀 啶 二 聚 体 的 直 
接 修复 


350~450 nm 


34-3 ” 光 和 裂 合 酶 作用 的 详细 机 制 


大 肠 杆菌 的 DNA 光 裂 合 酶 既 能 结合 单 链 DNA, 又 能 SGCGTA 
结合 双 链 DNA。 其 分 子 的 表面 在 结合 DNA 的 区 域 带 有 正 :SCH…， 四 (有 活性 ) 
TCGCAT | 


电荷 , 且 中 间 有 一 小 孔 。 孔 的 体积 和 极 性 恰到好处 ,正好 ”二 上 S 一 “ 甲 基 转 移 酶 
可 以 容纳 喀 啶 二 聚 体 。 但 位 于 双 螺 旋 内 部 的 喀 啶 二 聚 体 
要 想 结合 到 孔 中 ,并 与 FADH 上 的 异 咯 嗪 环 接触 ,需要 发 
生 翻 转 才 行 。 而 形成 的 喀 啶 二 聚 体 对 双 螺 旋 结 构造 成 的 | 
局 部 扭曲 ,降低 了 其 与 互补 碱 基 之 间 的 亲和力 ,从 而 使 翻 ” AGCGTA 
转变 得 容易 。 TCGCAT 
(二 ) 烷 基 化 碱 基 的 直接 修复 
催化 烷 基 化 碱 基 直 接 修复 的 酶 是 烷 基 转移 酶 。 国 34-4 烷 划 化 碱 基 的 直接 修复 
(alkyltransferase), 以 6- 甲 基 鸟 味 吟 甲 基 转 移 酶 (0O'-methylguanine methyltransferase,MGMT) 最 为 常见 。 
该 酶 以 “自杀 ”的 方式 参与 反应 (图 34-4), 场 面 颇 为 壮观 :活性 中 心 的 1 个 Cys 残 基 充 当 甲 基 受 体 ， 
此 酶 直接 将 甲 基 从 碱 基 转 移 给 这 个 Cys 的 琉 基 。 一 旦 它 得 到 甲 基 , 酶 也 就 失 活 了 。 在 真 核 细胞 中 ,这 





(无 活性 ) 
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框 34-1 身边 的 生物 化 学 一 一 UV 与 健康 

大 家 都 知道 ,阳光 中 的 UV 对 于 人 的 健康 来 说 是 一 把 “ 双 刃 剑 ”: 好 的 一 面 是 它 可 以 促进 皮下 的 胆 因 
醇 转 变 为 维生素 了 D ,有 利于 防止 维生素 D 的 缺乏 ;不 好 的 一 面 就 是 它 对 DNA 造成 的 损伤 。DNA 分 子 上 
相 邻 的 喀 啶 碱 基 , 尤 其 是 TIT, 在 UV 照射 下 形成 喀 啶 二 聚 体 或 6.4- 光 产 物 。 尽 管 正 常 的 人 体内 有 核 昔 酸 
切除 修复 系统 ,可 以 及 时 将 喀 啶 二 聚 体 和 6.4- 光 产 物 这 样 的 损伤 修复 ,但 如 果 长 时 间 受 阳光 的 照射 ,UV 
引发 的 DNA 损伤 会 超过 机 体 的 修复 能 力 , 从 而 导致 突变 的 发 生 ,进而 还 可 以 诱发 皮肤 癌 。 根 据 美 国 西 雅 
图 华盛顿 大 学 的 一 个 研究 小 组 2011 年 4 月 发 表 在 美国 科学 院 皮 肤 科学 杂志 上 的 一 项 研究 报告 ,经 党 开车 
的 美国 人 身体 左 侧 得 皮肤 癌 的 机 会 比 右 仙 高 ,而 在 行车 方向 相反 的 国家 (如 澳大利亚 和 英国 ), 却 是 身体 右 
侧 得 皮肤 癌 的 机 会 大 。 这 样 的 结果 是 不 奇怪 的 ,因为 身体 的 一 侧 接 受 了 更 多 的 UV 辐射 所 以 更 容易 得 皮 
肤 癌 。 


种 失 活 的 烷 基 化 MCMT 随后 被 泛 素 介 导 的 蛋白 酶 体 降解 。 以 牺牲 一 个 酶 分 子 作为 代价 去 修复 一 个 受 
到 损伤 的 碱 基 ,在 能 量 学 上 似乎 非常 不 经 济 ,但 在 动力 学 上 却 是 有 利 的 ,因为 整个 修复 反应 只 有 一 步 ， 
可 谓 “ 一 踊 而 就 "。 这 也 再 次 验证 了 细胞 内 “遗传 物质 的 稳定 性 压倒 一 切 "。 在 研究 此 酶 的 基因 表达 的 
时 候 , 发 现 它 是 一 个 诱导 酶 ,显然 这 样 的 表达 方式 可 以 让 “壮烈 牺牲 " 的 甲 基 转移 酶 能 及 时 得 到 补充 。 


二 、 切 除 修复 

切除 修复 顾名思义 就 是 先 切除 损伤 的 碱 基 或 核 苷 酸 ,然后 重新 合成 正常 的 核 苷 酸 ,最 后 ,再 经 连 
接 酶 将 切口 缝合 。 为 了 确保 错误 的 碱 基 或 核 苷 酸 能 被 切 掉 , 修 复 系 统 首 先 需 要 正确 地 识别 受 损伤 的 
碱 基 或 核 苷 酸 , 因 此 ,整个 切除 修复 过 程 包括 识别 切除、 重新 合成 和 重新 连接 四 大 步 。 

切除 修复 又 分 为 碱 基 切 除 修复 和 核 苷 酸 切 除 修复 ,两 者 的 主要 差别 在 于 识别 损伤 的 机 制 上 。 前 
者 是 直接 识别 具体 受 损伤 的 碱 基 , 后 者 并 不 识别 具体 的 损伤 ,而 主要 是 识别 损伤 对 DNA 双 螺 旋 结构 
造成 的 扭曲 。 

(一 ) 碱 基 切 除 修复 (base excision repair,BER) 

BER 最 初 的 切 点 是 N- 糖 音 键 ,首先 被 切除 的 是 受 损伤 的 碱 基 。 这 种 修复 机 制 特别 适合 修复 发 生 
在 碱 基 上 对 DNA 双 螺 旋 结构 影响 不 大 的 损伤 ,比如 尿 喀 了 啶 、 次 黄 味 叭 、 烷 基 化 碱 基 、 被 氧化 的 碱 基 和 
其 他 一 些 被 修饰 的 碱 基 。 负 责 切除 的 酶 是 DNA 糖苷 酶 。DNA 糖 昔 酶 具有 高 度 的 特异 性 ,目前 已 发 现 
十 多 种 特异 性 不 同 的 DNA 糖苷 酶 ,但 所 有 的 DNA 糖苷 酶 都 是 沿 着 DNA 双 螺 旋 的 小 沟 扫 描 DNA, 当 
发 现 受 损伤 的 碱 基 以 后 ,立即 与 DNA 结合 ,并 导致 损伤 的 碱 基 发 生 翻转 而 被 挤 出 双 螺 旋 , 在 落 入 酶 的 
活性 中 心 后 被 切除 。 碱 基 翻 转 以 后 留 下 的 空间 则 被 酶 分 子 上 一 个 特定 的 氨基 酸 残 基 ( 如 Arg) 的 侧 
链 基 团 占据 。 

碱 基 切 除 后 留 在 DNA 分 子 上 的 无 碱 基 位 点 (abasic site,AP 位 点 ) 并 没有 离开 DNA 糖苷 酶 的 活性 
中 心 ,而 是 很 快 被 转移 给 细胞 内 的 AP 内 切 酶 (AP endonuclease), 以 防止 AP 位 点 对 细胞 产生 毒性 , 因 
为 如 果 AP 位 点 暴露 在 外 , 那 无 碱 基 的 脱氧 核糖 环 可 能 发 生 开 环 ,而 一 旦 开 环 ,其 1 号 位 的 醛 基 就 有 可 
能 与 细胞 内 的 其 他 分 子 形成 共 价 交 联 。 

以 尿 喀 啶 -DNA 为 例 ( 图 34-5): 当 癌 被 尿 喀 啶 -DNA 糖苷 酶 切 下 以 后 , 留 下 1 个 AP 位 点 。AP 
位 点 被 AP 内 切 酶 在 其 上 游 切 开 , 在 DNA 聚合 酶 的 催化 下 ,切口 的 3'- 产 基 端 开 始 进行 DNA 的 修补 
合成 ,合成 的 模板 是 另 一 条 链 上 无 损伤 的 互补 序列 。 修 补 合 成 有 短 修补 (short-patch) 和 长 修补 (long- 
patch) 两 种 途径 ,其 中 短 修 补 是 主要 途径 , 占 80%~90% ,只 需 合 成 属于 AP 位 点 的 1 个 正常 的 核 苷 酸 (图 
中 是 C)。 随 后 ,在 外 切 酶 或 裂 合 酶 或 磷酸 二 酯 酶 的 作用 下 ,AP 位 点 被 切除 。 最 后 ,在 连接 酶 的 催化 下 ， 
切口 重新 进行 连接 。 而 长 修补 是 次 要 途径 , 占 10%~20% ,作为 短 修补 途径 的 备用 途径 ,要 合成 工 小 段 
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(4 


一 种 诱发 癌 细 胞 死 
亡 的 方法 是 让 其 生活 在 缺乏 
胸 苷 酸 的 状态 下 , 试 解释 其 中 
的 原理 。 


如 何 设计 一 

验 ,确定 一 种 生物 是 使 用 直接 
修复 ,还 是 核 苷 酸 切 除 修复 机 
制 来 修复 喀 啶 二 聚 体 ? 
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窒 聚 核 苷 酸 (2~10 nt 长 ), 以 取代 原来 连同 AP 位 
点 在 内 的 一 段 寡 聚 核 昔 酸 。 随 后 ,外 切 酶 将 被 人 
取代 的 寡 聚 核 昔 酸 水 解 。 最 后 ,同样 在 连接 酶 
的 催化 下 重新 进行 连接 反应 。 细 胞 是 选用 哪 一 
条 修补 途径 ,可 能 与 细胞 内 不 同类 型 的 DNA 聚 











AT 
合 酶 的 相对 活性 有 关 。 例 如 , 真 核 细胞 进行 短 人 
修补 合成 只 需 用 进行 性 很 低 的 DNA 聚合 酶 B， 
而 进行 长 修补 合成 要 动用 进行 性 较 高 的 DNA 
聚合 酶 8 或 s, 因 此 如 果 聚 合 酶 B 活性 很 高 , 进 区 TGSCTA 
行 短 修补 的 可 能 性 就 更 大 。 上 
除了 DNA 糖苷 酶 的 作用 可 产生 AP 位 点 以 109b-20%AA DNA 权 全 栈 N\8096-90% 
外 ,自发 的 碱 基 脱 落 也 能 产生 AP 位 点 。 后 一 种 汉 
方式 产生 的 AP 位 点 直接 由 AP 内 切 酶 启动 修 人、 as 
复 过 程 ,其 他 反应 与 BER 途径 完全 相同 。 AcCTGCGTA 人 
(二 ) 核 苷 酸 切 除 修复 (nucleotide excision ”和 站 加 时 :各 人 | 
repair,NERI) 人 
NER 最 初 的 切 点 是 在 损伤 部 位 附近 的 3,3- 。 ACT G 5 TA ACTSGCTA 
磷酸 二 酯 键 ,主要 用 来 修复 因 UV 、 丝 裂 霉 素 C ae 2 2 
和 顺 铂 等 因素 造成 的 比较 大 的 损伤 ,如 喀 啶 二 连接 酶 
聚 体 .6-4 光 产 物 或 体积 较 大 的 碱 基 加 合 物 , 以 AcTGCcTA 全 3 二 
及 链 间 交 联 导 致 DNA 结构 发 生 扭 曲 并 影响 到 工 耻 个 了 人 个 了 站 





DNA 复制 的 损伤 。 此 外 , 约 20% 碱 基 的 氧化 性 
损伤 也 由 它 修复 。 在 修复 过 程 中 ,损伤 以 寡 聚 可 
核 苷 酸 的 形式 被 切除 。 由 于 NER 识别 损伤 的 机 制 并 非 针 对 损伤 本 身 , 而 是 损伤 对 DNA 双 螺 旋 结 构造 
成 的 扭曲 ,因此 ,NER 能 够 使 用 相同 的 机 制 和 几乎 同一 套 修复 蛋白 ,去 修复 一 系列 性 质 并 不 相同 的 损 
伤 。 整 个 修复 过 程 主要 由 4 步 反 应 组 成 :中 识别 损伤 ,由 特殊 的 蛋白 质 完成 ,并 由 此 引发 一 系列 的 蛋 
白质 与 受 损伤 DNA 的 有 序 结合 ;@) 切 除 损伤 ,特殊 的 内 切 酶 在 损伤 部 位 的 两 侧切 开 DNA 链 ,随后 两 
个 切口 之 间 带 有 损伤 的 DNA 片段 被 去 除 ;@@ 修 复合 成 ,DNA 聚合 酶 以 另外 一 条 链 为 模板 ,合成 新 的 序 
列 以 替换 已 被 切除 的 序列 ; 田 缝 合 切口 ,由 DNA 连接 酶 催化 。 

NER 又 分 为 全 局 性 基因 组 NER(global genome NER,GGR) 和 转录 偶 联 性 NER(transcription-coupled 
NER ,TCR), 前 者 负责 修复 整个 基因 组 的 损伤 ,速率 慢 , 效 率 低 ; 后 者 专门 修复 那些 正在 转录 的 基因 模 
板 链 上 的 损伤 ,速率 快 ,效率 高 。 两 类 NER 的 主要 差别 在 于 识别 损伤 的 机 制 上 ,至 于 损伤 识别 以 后 发 
生 的 修复 反应 并 无 本 质 上 的 不 同 。TCR 由 RNA 聚合 酶 识别 损伤 , 当 RNA 聚合 酶 转录 到 受 损 伤 部 位 
而 前 进 受阻 的 时 候 ,TCR 系统 即 被 启动 。TCR 系统 的 发 现 使 人 们 相信 ,基因 模板 链 上 出 现 的 损伤 比 起 
基因 组 其 他 部 分 发 生 的 损伤 更 容易 得 到 修复 。 这 一 点 是 合乎 逻辑 的 ,因为 模板 链 包含 着 基因 组 被 表 
达 的 信息 , 它 的 稳定 性 理所当然 优先 受到 保护 。 

下 面 就 分 别 介绍 一 下 细菌 和 真 核 生物 的 全 局 性 NER 系统 和 TCR 系统 ,并 就 NER 如 何 修复 DNA 
链 间 交 联 的 问题 做 简单 的 说 明 。 

1. 细菌 的 NER 系统 

这 里 以 大 肠 杆菌 为 例 , 它 的 GGR 系统 需要 UvrA 、UvrB、UvrC、UvrD 、DNA 聚合 酶 [/ 工 和 DNA 连 
接 酶 。 它 们 作用 的 具体 步骤 是 (图 34-6): 受 到 ATP 水 解 的 驱动 ,2 个 UvrA 与 1 个 UvrB 形成 三 聚 体 
复合 物 (UvrA2UvrB,)。 该 复合 物 与 DNA 随机 结合 后 , 沿 着 DNA 链 移 动 , 以 探测 损伤 的 位 置 。 识 别 损 


四 34-5 5 “ 尿 喀 啶 的 切除 修复 


伤 的 过 程 比较 缓慢 ,为 CGR 系统 的 限 速 步骤 。 当 
遇 到 喀 啶 二 聚 体 时 ,通过 水 解 ATP ,造成 损伤 部 位 
的 DNA 双 螺 旋 发 生 局 部 解 链 和 进一步 弯曲 (可 达 
130。 ), 致 使 UvrB 与 损伤 部 位 发 生 更 紧密 的 接触 ; 
很 快 ,UvrA 在 ATP 水 解 后 离开 复合 物 , 留 下 UvrB 
横 跨 损伤 部 位 ; 随后 ,UvrC 被 UvrB 招募 到 损伤 部 
位 ,并 相互 激活 对 方 的 核酸 内 切 酶 活性 。 被 激活 
的 UvrB 在 距离 喀 啶 二 聚 体 下 游 4 nt 的 位 置 切 开 
DNA 链 。 与 此 同时 ,被 激活 的 Uvrc 在 距离 吵 喧 
二 聚 体 上 游 7 nt 的 位 置 切 开 DNA 链 。 于 是 ,一 个 
长 达 13 nt 的 带 有 喀 啶 二 聚 体 的 朝 聚 核 苷 酸 片段 
产生 了 。 随 后 ,在 解 链 酶 UvrD 的 作用 下 ,ATP 被 
RH 水 解 ,包含 喀 啶 二 聚 体 的 DNA 片段 发 生 解 链 而 离 
开 双 螺旋 ,UvrC 也 随 之 而 去 。 最 后 ,由 DNA 聚合 
酶 工 或 式 来 填补 空缺 ,DNA 连接 酶 则 缝合 切口 。 
在 TCR 系统 之 中 ,RNA 聚合 酶 充当 损伤 识 
别 蛋 白 。 一 旦 它 进 入 受 损伤 部 位 就 发 生 和 暂停 ,并 
将 转录 修复 偶 联 因子 (transcription repair coupled 
factor,TRCF) 招募 上 去 。TRCF 的 作用 是 促进 
RNA 聚合 酶 和 还 没有 完成 的 转录 产物 释放 出 来 ， 
同时 将 UvrA2UvrB, 招募 到 受 损 伤 部 位 ,还 能 帮助 
UvrA 与 UvrB 解 离 , 以 加 快 UvrB-DNA 预 剪 切 复 
合 物 的 形成 。 余 下 的 反应 与 GGR 如 出 一 和 。 








| 全 部 本 本 2. 真 核 生物 的 NER 系统 
ae 与 细菌 的 NER 系 统 相 比 , 真 核 生 物 的 
IT NER 系统 更 复杂 ,其 修复 需要 更 多 蛋白 质 的 

AN 参与 ,但 作用 的 基本 原理 和 过 程 与 细菌 极为 相 
于 似 。 由 于 许多 修复 蛋白 是 在 研究 着 色 性 干 皮 病 


(xeroderma pigmentosum,XP) 柯 凯 因 征 (Cockayne 
on syndrome,CS) 和 人 类 的 毛发 二 硫 键 营养 不 良 证 
(trichothiodystrophy,TTD) 时 发 现 的 ,因此 习惯 用 这 些 疾病 名 称 的 缩写 来 命名 相关 的 修复 蛋白 。 
以 哺乳 动物 细胞 为 例 ,其 CGR 系统 修复 的 基本 步骤 是 (图 34-7): 〇 GD XPC 和 hHR23B 组 成 的 二 聚 
体 识别 和 结合 损伤 的 DNA。@) XPC/hHR23B 与 损伤 部 位 的 结合 ,进一步 加 重 了 双 螺 旋 结构 的 扭曲 。 
@DNA 双 螺 旋 结 构 的 进一步 扭曲 使 得 更 多 的 修复 蛋白 得 以 "加盟 ”" ,这 些 蛋 白质 包 括 TFIH、RPA 和 
XPA。THIH 有 两 个 亚 基 (XPB 和 XPD) 为 解 链 酶 ,它们 与 DNA 的 损伤 链 结合 ,以 水 解 ATP 为 动力 , 协 
作 催 化 损伤 部 位 的 DNA 20~30 bp 的 区 域 朝 两 个 相反 的 方向 解 链 。RPA 作为 真 核 细胞 的 SSB ,负责 与 
已 解 开 的 单 链 区 域 结合 。XPA 虽然 不 是 解 链 酶 ,但 却 是 解 链 所 必需 的 。 由 于 XPA 能 够 单独 地 与 损伤 
DNA 优先 结合 ,同时 又 能 与 TFIH 和 RPA 相互 作用 ,因此 它 很 可 能 与 XPC/hHR23B 一 起 将 TFIH 和 
RPA 招募 到 损伤 部 位 ,还 可 能 帮助 其 他 蛋白质 正 确 地 定位 到 损伤 部 位 。 四 XPG 和 XPKFERCC1 被 招 
募 到 已 解 链 的 损伤 部 位 ,作为 DNA 结构 特异 性 的 内 切 酶 ,对 损伤 进行 切除 。 切 点 位 于 DNA 的 双 链 区 
和 单 链 区 的 结合 部 ,其 中 XPG 先 切 , 切 点 在 损伤 部 位 的 3' 端 ,与 损伤 位 点 相隔 2~8 nt,ERCC1/XPF 
后 切 , 切 点 位 于 损伤 部 位 的 3 端 ,与 损伤 位 点 相隔 15~24 nt。2 个 切 点 之 间 DNA 链 的 平均 长 度 为 








(4 


XPD 突变 可 导致 
三 种 疾病 一 XP、CS 和 TTD 
的 发 生 , 为 什么 ? 
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为 什么 TCR 不 需 
要 XPC? 


你 认为 还 有 什么 方 
法 可 修复 DNA 链 上 的 核糖 
核 苷 酸 ? 
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TCR 
IITIIITIUITTITIITITITITITTOHTITITITTTT 


| 


RNA 聚 合 酶 人 


ATP TFIH 
ADP RNA 聚 合 酶 工 
RNA,CSA,CSB 








XPC/HR23B | 
下 
IT 区 反 


XPA,TFIIH 
RFC,PCNA 


DNA 聚 合 酶 8/g XPG,XPF,ERCC1 
DNA 连 接 酶 I 
DNA 聚 合 酶 8/s 





27 nt。G@) XPB/XPD 解 链 酶 协助 2 个 切 点 之 间 包 含 损伤 的 寡 聚 核 苷 酸 的 去 除 。@O DNA 聚合 酶 3 或 s 
与 PCNA 一 起 进行 修补 合成 ,填补 空隙。 最 后 ,DNA 连接 酶 工 颖 合 裂口 。 

如 果 是 TCR ,就 需要 XPC 以 外 的 所 有 参与 GGR 的 蛋白 质 。 哺 乳 动物 TCR 系统 的 前 期 反应 是 : 先 
是 RNA 聚合 酶 暂停 在 损伤 部 位 ,导致 一 小 部 分 区 域 发 生 解 链 ; 随后 ,CSA 和 CSB 被 招募 到 RNA 聚合 
酶 上 ,再 帮助 招募 TFIH XPA、RPA 和 XPG 到 损伤 部 位 ;然后 ,RNA 聚合 酶 .RNA 转录 物 `.CSA 和 CSB 
解 离 下 来 ,形成 与 CCR 一 样 的 复合 物 , 接 下 来 的 反应 也 就 无 须 袭 述 了 。 

(三 ) 错 配 修复 (mismatch repair,MMR) 

错 配 就 是 DNA 双 螺 旋 上 的 非 Watson-Crick 碱 基 对 ,产生 错 配 的 原因 有 4 种 :一 是 复制 中 产生 的 ; 
二 是 5- 甲 基 胞 喀 喧 脱 氨基 反应 ;三 是 不 完全 同 源 的 序列 发 生 了 重组 ;四 是 DNA 聚合 酶 在 延伸 DNA 
链 时 发 生 滑 移 , 造 成 DNA 双 螺 旋 上 出 现 环 或 突起 的 结构 。 

MMR 系统 主要 用 来 修复 DNA 分 子 上 错 配 的 碱 基 对 ,以 及 一 些 因 ” 复 制 滑 移 ” 而 诱发 的 核 苷 酸 插 
入 或 缺失 损伤 ,还 能 修复 DNA 复制 过 程 中 参 人 到 DNA 链 上 的 少量 核糖 核 苷 酸 。 这 里 主要 介绍 复制 
产生 的 错 配 碱 基 是 如 何 被 修复 的 。 

无 论 是 哪 一 种 生物 在 进行 错 配 修复 的 时 候 ,首先 面临 一 个 如 何 区 分 母 链 和 子 链 的 问题 ,因为 错误 


GATC 

5， G 3/ 

一 -一 一 下 S7 
错 配 的 T 一 


交 芝 由 玖 和 六 
合 错 配 碱 基 | 





MnutS 


MautL 和 MutH 结 合 
DNA 通 过 MutS 移 动 





MnutL 


MutH 在 没有 甲 基 化 的 
GATC 5' 端 切 开 新 链 | 
UvrD 和 外 切 酶 I/X 分 

人 








不 再 是 错 配 修复 的 底 物 


赎 34-8 大 肠 杆 菌 错 配 修复 的 详细 过 程 


只 能 是 在 子 链 上 。 错 配 修复 系统 必须 能 够 保证 只 会 将 子 
链 上 错误 的 碱 基 切 除 ,而 不 会 把 母 链 上 本 来 正确 的 碱 基 
切除 。 那 么 ,MMR 系统 是 如 何 区 分 子 代 DNA 分 子 中 的 
子 链 和 母 链 呢 ?7 就 大 肠 杆菌 中 的 这 个 问题 ,Meselson 曾 
大 胆 地 作 过 预测 ,如 果 他 是 参与 错 配 修复 的 酶 ,就 会 意识 
到 刚刚 复制 完成 的 子 代 DNA 分 子 的 母 甸 和子 链 的 甲 基 
化 程度 是 不 一 样 的 , 母 链 是 高 度 甲 基 化 的 , 子 链 几 乎 没 
有 甲 基 化 。 后 来 的 实验 证 明 ,大 肠 杆菌 的 MMR 系统 的 
确 就 是 利用 甲 基 化 来 区 分 子 链 和 母 链 的 ,因此 ,大 肠 杆 
菌 内 的 错 配 修复 系统 又 被 称 为 甲 基 化 导向 的 错 配 修复 
(methyl-directed mismatch repair)。 至 于 其 他 细菌 和 真 核 
细胞 是 如 何 区 分 子 链 和 母 链 的 尚 不 清楚 。 

下 面 就 以 大 肠 杆 菌 为 例 ,说 明 MMR 系统 是 如 何 精 
确 地 修复 错 配 碱 基 的 。 在 DNA 复制 的 调节 机 制 中 曾 提 
到 ,新 合成 的 子 代 DNA 母 链 上 的 GATC 序列 中 的 A 在 6 
号 位 是 被 甲 基 化 的 ,而 子 链 在 GATC 序列 上 的 A 还 没有 
甲 基 化 ,但 经 过 一 段 时 间 以 后 , 子 链 上 的 GATC 在 Dam 
的 催化 下 也 会 被 甲 基 化 (参看 第 三 十 三 章 “DNA 复制 ”)， 
MMR 系统 就 是 利用 这 一 段 时 间 差 来 工作 的 。 参 与 大 肠 
杆菌 MMR 的 蛋白 质 除 了 Muts .MutL MutH 和 UvrD 以 外 ， 
还 有 特殊 的 核酸 外 切 酶 .DNA 聚合 酶 亚 和 DNA 连接 酶 。 

大 肠 杆菌 MMR 作用 的 主要 步骤 是 (图 34-8):d 首 
先 由 Muts 识别 并 结合 除了 C 一 C 以 外 的 错 配 碱 基 对 或 
因 碱 基 插 入 或 缺失 在 DNA 上 形成 的 小 环 ,MutL 随后 
结合 ;@ 在 错 配 碱 基 对 两 侧 的 DNA 通过 Muts 做 相向 
移动 ;@ MutH、MutL 和 GATC 位 点 结合 ;@@ MutH 的 核 
酸 内 切 酶 活性 被 MutS/MutL 激活 ,在 非 甲 基 化 GATC 的 了/ 
端 切 开 子 链 ;G) UvrD 作为 解 链 酶 ,催化 被 切 开 的 含有 错 
配 碱 基 的 子 链 与 母 链 的 分 离 ,SSB 则 与 母 甸 上 处 于 单 链 
状态 的 区 域 结合 ,一 种 特殊 的 外 切 酶 将 游离 出 来 的 含有 
错 配 碱 基 的 单 链 DNA 水 解 ,如 果 MutH 的 切 点 在 错 配 碱 
基 的 3' 端 ,就 由 外 切 核 酸 酶 [或 X 从 3' 一 5 方向 水 解 ， 


如 果 MutH 的 切 点 在 错 配 碱 基 的 5 端 ,就 由 外 切 核酸 酶 册 和 RecJ 来 降解 ;@ 最 后 ,DNA 聚合 酶 本 和 连 
接 酶 分 别 进 行 缺口 的 修复 合成 和 切口 的 缝合 。 

GATC 位 点 与 错 配 碱 基 对 之 间 的 距离 可 远 可 近 , 远 的 可 达 1 kb。 显然 , 错 配 的 碱 基 离 CATC 序列 
越 远 ,被 切除 的 核 音 酸 就 越 多 ,重新 合成 子 链 所 需要 消耗 的 dNTP 就 越 多 ,因此 , 错 配 修复 是 一 个 低 效 
率 和 高 能 耗 的 过 程 。 但 是 ,无 论 消耗 多 少 dNTP, 目 的 都 是 为 了 修复 一 个 错 配 的 碱 基 , 这 再 次 说 明了 在 
细胞 内 “遗传 物质 的 稳定 性 压倒 一 切 "的 道理 。 

真 核 生物 的 MMR 系统 与 细菌 很 接近 ,在 真 核 细胞 中 ,人 们 已 找到 与 Muts 和 MutL 同 源 的 蛋白 质 

只 是 没有 发 现 MutH 的 对 应 物 。 现 在 ,有 一 种 观点 认为 , 子 链 在 合成 中 形成 的 自然 缺口 (网 博 片 眉 还 没 
有 连 上 ) 就 是 真 核 生物 MMR 系统 用 来 识别 子 链 的 天 然 标志 。 
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如 果 突 变 的 Dam 
活性 大 大 提高 ,或 者 丧失 活 
性 ,这 两 种 情况 对 DNA 复制 
的 忠实 性 有 何 影响 ? 


为 什么 大 肠 杆菌 错 
配 修复 的 DNA 聚合 酶 是 选 
择 亚 而 不 是 其 他 几 种 ? 


为 什么 真 核 细 胞 的 
错 配 修复 没有 MutH 的 同 源 
蛋白 的 参与 ? 
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框 34-2 ”生化 医药 一 一 切除 修复 缺陷 引发 的 疾病 以 及 治疗 方法 

着 色 性 干 皮 病 (XP) 是 由 于 NER 系统 有 缺陷 而 引起 的 一 种 常 染 色 体 隐 性 遗传 病 。 其 主要 症状 是 患 
者 对 紫外 辐射 特别 敏感 ,患者 的 皮肤 细胞 无 法 修复 紫外 辐射 造成 的 DNA 损伤 ,会 积累 越 来 越 多 的 突变 ， 
初 起 在 暴露 部 位 ,如 面 ` 唇 、 结 膜 、 颈 部 及 小 腿 处 出 现 涯 表 和 皮肤 发 干 ,类 似 日 光 性 皮炎 ,之 后 出 现 持久 性 网 
状 毛细 血管 扩张 ,暴露 处 皮肤 色素 异常 ,伴随 角 化 或 萎缩 及 癌变 。XP 患者 得 皮肤 癌 的 概率 是 正常 人 的 干 
倍 以 上 , 患 癌 的 平均 年 龄 是 8 岁 , 约 273 的 患者 在 进入 成 年 以 前 会 因 皮 肤 瘤 而 去 世 。 

对 于 XP, 目 前 还 没有 什么 特别 好 的 治疗 方法 ,患者 若是 在 一 出 生 以 后 就 注意 防护 日 光 , 那 几乎 完全 
可 以 避免 皮肤 的 损伤 ,但 这 很 难 做 到 。 为 了 防止 不 良 症状 的 出 现 ,患者 必须 注意 严格 的 日 光 防 护 , 特 别 对 
于 紫外 的 防护 一 点 都 不 能 掉以轻心 。 现 在 已 有 报道 ,局 部 施用 外 源 的 DNA 切除 修复 酶 可 用 来 治疗 XP。 
例如 ,有 一 种 用 脂 质 体 包 被 的 药物 ,内 有 重组 型 T4 噬菌体 的 内 切 核 酸 酶 V, 已 通过 美国 FDA 和 日 本 有 关 
机 构 的 批准 ,患者 每 天 可 将 这 种 药物 涂 甫 在 皮肤 的 暴露 面 , 这 样 外 产 的 内 切 核 酸 酶 V 可 通过 脂 质 体 与 皮 
肤 细胞 膜 的 融合 ,而 被 送 入 胞 内 。 这 种 外 源 的 内 切 梅 在 皮肤 细胞 内 ,可 切除 DNA 分 子 上 由 紫外 辐射 造成 
的 喀 啶 二 聚 体 。 这 种 疗法 将 XP 患者 患 癌 的 概率 降低 30%, 以 及 癌症 发 生 之 前 的 皮肤 损伤 降低 68%。 另 外 ， 
还 有 一 种 类 侯 的 药物 ,是 用 从 蓝 细 菌 提纯 出 来 的 DNA 光 裂 合 酶 代替 T4 内 切 核酸 酶 V, 同 样 也 取得 了 一 
定 的 疗效 。 也 许 , 在 将 来 是 可 能 使 用 基因 治疗 的 ,根据 病人 有 缺陷 的 基因 ,将 正常 的 基因 直接 导 人 到 皮肤 
细胞 内 ,并 进行 表达 ,从 而 恢复 患者 切除 修复 的 能 力 。 


三 、 双 链 断 裂 修复 
DNA 断裂 特别 是 双 链 断裂 是 一 种 极为 严重 的 损伤 ,如 果 不 及 时 加 以 修复 ,就 极 易 导 致 细胞 突变 或 


死亡 。 幸 好 ,细胞 针对 这 种 损伤 也 有 相应 的 修复 机 制 。 但 与 其 他 修复 系统 不 同 的 是 , 双 链 断裂 修复 没 
有 互补 链 来 提供 修复 断裂 的 遗传 信息 。 


细胞 内 主要 存在 两 种 不 同 的 机 制 来 修复 DNA 双 链 断裂 :第 一 种 被 称 为 同 源 重 组 修复 , 它 是 利用 


细胞 内 一 些 促 进 同 源 重组 的 蛋白 质 , 从 姐妹 染色 体 或 同 源 染 色 体 那里 获得 合适 的 修复 断裂 的 信息 , 因 
此 精确 性 较 高 ;第 二 种 机 制 能 在 无 同 源 序列 的 情况 下 ,让 断裂 的 末端 重新 连接 起 来 ,因此 该 方式 被 称 
为 非 同 源 末 端 连 接 (non-homologous end joining,NHEJ) 修复 ,这 种 方式 容易 发 生 错误 ,但 却 是 人 类 修复 
双 链 断裂 的 主要 方式 。 


(1) 同 源 重组 修复 ” 同 源 重组 可 用 来 对 DNA 双 链 断裂 进行 修复 , 同 源 重组 的 过 程 和 机 制 详 见 第 


三 十 五 章 ”"DNA 重组 ”。 


(2) 非 同 源 末端 连接 修复 NHEJ 修 复 是 最 简单 和 最 常用 的 一 种 方式 ,缺乏 这 种 修复 方式 的 突变 


细胞 对 离子 辐射 极为 敏感 。 哺 乳 动物 细胞 参与 这 种 修复 方式 的 主要 成 分 参看 表 34-1。 


上 表 34-1 参与 真 核 细胞 双 链 断裂 修复 的 主要 蛋白 质 及 其 功能 


Ku70 协同 Ku80 一 道 结 合 DNA 末端 ,招募 其 他 蛋白 质 

Ku80 协同 Ku70 一 道 结合 DNA 末端 ,招募 其 他 蛋白 质 

DNA-PKes 依赖 于 DNA 的 蛋白 质 激酶 的 催化 亚 基 ,激活 Artemis 

Artemis 受 DNA-PKes 调节 的 核酸 酶 ,参与 DNA 末端 的 加 工 , 使 得 未 端 适 于 连接 

XRCC4 在 DNA 末端 被 Artemis 加 工 好 以 后 ,协同 DNA 连接 酶 了 一 道 催 化 断裂 的 双 链 DNA 分 子 重新 连接 


DNA 连接 酶 V 在 DNA 末端 被 Artemis 加 工 好 以 后 ,协同 XRCC4 一 道 催化 断裂 的 双 链 DNA 分 子 重 新 连接 


哺乳 动物 细胞 NHEJ 修复 的 基本 步骤 如 下 (图 34-9):GD Ku70 与 Ku80 形成 的 异 源 二 聚 体 与 DNA 


断裂 末端 结合 ;@ 两 个 Ku70/Ku80 二 聚 体 之 间 的 相互 作用 将 因 断 裂 而 分 开 的 两 段 DNA 强 拉 到 一 








一 一 


| Ku 招募 依赖 于 DNA 的 蛋白 激酶 


一 一 一 


| 未 端 被 并 置 在 一 起 


一 上 44 一 -一 


加 工 (核酸 酶 , 聚合 酶 ) 
XRCC 汪 二 秆 卫生 让 


一 一 一 


| XRCC4 和 连接 酶 
催化 连接 反应 


34-9 “哺乳 动物 细胞 DNA 双 链 断裂 的 非 同 源 末 端 连 接 


列 不 能 复制 
RecA 催 化 链 
间 交 换 重 组 





(需要 ATP 水 解 ) 





34-10 大肠 杆菌 的 重组 跨越 


起 ; @) Artemis 作为 DNA-PKes 的 底 物 与 DNA- 
PKes 结合 ,一 起 被 Ku70/Ku80 招募 到 DNA 未 端 ; 
@ 图 DNA-PKes 一旦 与 DNA 末端 结合 后 ,其 蛋白 
质 激酶 的 活性 被 激活 ,随后 ,催化 Artemis 的 磷酸 
化 修饰 ;@) 磷 酸化 后 ,Artemis 的 核酸 酶 活性 被 激 
活 , 开 始 加 工 DNA 的 末端 ,水 解 末 端 突出 的 单 链 
区 域 ,为 连接 酶 创造 有 效 的 底 物 ;O DNA 连接 酶 
IV 和 XRCC4 一 道 , 催 化 已 加 工 好 的 DNA 末端 之 
间 的 连接 。 


四 、 损 伤 跨越 

所 有 的 生物 都 会 碰 到 这 样 的 问题 , 即 一 个 
正在 移动 的 复制 又 遇 到 模板 链 上 的 损伤 该 怎么 
办 ? 显然 ,最 好 的 处 理 方法 应 该 是 利用 修复 机 制 
将 损伤 迅速 修复 。 然 而 在 某 些 情 形 下 ,损伤 可 
能 无 法 修复 ,例如 复制 又 已 经 解 开 了 母 链 ,致使 
修复 系统 无 法 利用 互补 链 作为 修复 的 模板 。 而 
且 , 一 个 适度 损伤 的 DNA 进行 复制 也 许 对 细胞 
有 次, 原因 是 它 提供 了 通过 同 源 重组 让 姐妹 染 
色 体 作为 修复 模板 的 机 会 。 于 是 ,为 了 维持 复制 
的 连续 性 ,细胞 发 展 了 两 套 相 对 独立 的 损伤 跨越 
(damage bypass)“ 战 术 "”, 一 套 是 通过 重组 , 另 一 
套 是 “跨越 合成 术 "。 这 两 套 战 术 的 原则 都 是 先 
不 管 损 伤 , 想 方 设法 完成 复制 后 再 说 。 

严格 地 说 ,损伤 跨越 并 不 属于 DNA 修复 ， 
原因 是 损伤 并 没有 完全 消失 ,至少 暂时 还 没有 消 
失 。 然 而 , 它 的 确 是 整个 细胞 面 对 DNA 损伤 做 
出 的 一 种 很 重要 的 反应 。 

(一 ) 重组 跨越 

重组 跨越 (recombinational bypass) 是 利用 同 
源 重 组 的 方法 将 DNA 模板 进行 交换 ,以 避免 损 
伤 对 复制 的 抑制 ,从 而 使 复制 能 够 继续 下 去 ,而 
随后 的 复制 仍然 使 用 细胞 内 高 保 真 的 聚合 酶 , 因 
此 忠实 性 并 无 下 降 , 故 此 途径 被 视 为 一 种 无 错 的 
系统 。 


以 大 肠 杆菌 为 例 ( 图 34-10), 其 重组 跨越 的 基本 步骤 是 :中 当 复制 又 前 进 到 损伤 位 点 (如 喀 啶 二 
聚 体 ) 的 时 候 ,DNA 聚合 酶 亚 停 止 移动 ,并 与 模板 解 离 , 然 后 在 损伤 点 的 下 游 约 1 kb 的 地 方 重新 启动 
DNA 复制 ,从 而 在 子 链 上 留 下 一 段 缺口 ;@) 在 RecA 蛋白 的 催化 下 ,原来 DNA 双 螺 旋 母 链 上 含有 的 与 
缺口 上 缺失 的 序列 一 样 的 片段 被 重组 到 子 代 DNA 上 ,而 在 母 链 上 创造 出 新 的 缺口 ,但 由 于 重组 过 程 
中 的 交叉 是 错开 的 ,因此 仍然 在 子 链 位 于 喀 啶 二 聚 体 的 下 游 留 下 一 个 小 的 缺口 ;@) DNA 聚合 酶 工 很 
容易 将 上 述 缺 口 进行 填补 ,而 连接 酶 则 将 留 下 的 切口 疑 合 。 
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因此 可 见 ,重组 跨越 虽然 解决 了 DNA 不 能 复制 的 问题 ,但 是 损伤 依然 存在 ,不 过 留 下 的 损伤 最 终 
可 以 被 细胞 内 真正 的 修复 系统 所 修复 。 

(二 ) 跨越 合成 

跨越 合成 (bypass synthesis) 又 称 为 (translesion 
synthesis,TLS) 跨 损伤 合成 ,由 专门 的 DNA 聚合 OONeSw 色 钨 和 
酶 替换 停留 在 损伤 位 点 上 原来 催化 复制 的 DNA 损伤 的 了 天 避 日 
聚合 酶 ,在 子 链 上 (模板 链 上 损伤 碱 基 的 对 面 ) 和 
插入 正 确 或 错误 的 核 苷 酸 ,结果 导致 对 损伤 位 BR 有 千村 。 @| 被 泊 活 
点 无 错 或 易 错 的 跨越 。 据 估计 ,人 细胞 参与 TLS 
的 DNA 聚合 酶 至 少 有 30 多 种 。 在 结构 上 ,这 些 
参与 TLS 的 DNA 聚合 酶 与 传统 的 DNA 聚合 酶 
有 很 大 的 差别 ,进行 性 都 很 低 (一 个 或 几 个 核 昔 
酸 ), 一 般 无 校对 能 力 。 有 研究 表明 ,人 体 若 缺 失 
参与 喀 啶 二 聚 体 无 错 跨 损伤 合成 的 DNA 聚合 酶 
m, 很 容易 生 瘤 。 

1. 以 大 肠 杆 菌 为 代表 的 原核 细胞 的 跨越 
合成 

大 肠 杆 菌 的 跨 损 伤 合成 是 其 SOS 应 答 的 一 

部 分 ,因此 是 一 个 可 诱导 的 过 程 。SOS 应 答 是 指 
细胞 在 受到 洪 在 致死 性 压力 下 ,例如 UV 辐射 、 
隔 肪 匡 星 包 枯 wDRA 可 作 析 的 作者 和 四 丰 仙人 国 21 AH 的 SOS 上 和 才 2 二 
必需 基因 失 活 的 情况 下 ,做 出 的 有 利于 细胞 生存 的 代谢 预警 反应 ,包括 易 错 的 跨 损伤 合成 、 细 胞 丝 状 
化 (细胞 伸 长 ,但 不 分 裂 ) 和 切除 修复 的 激活 ,其 中 涉及 近 43 个 “sos” 基 因 的 表达 ,整个 应 答 受到 LexA 
阻 过 蛋白 和 RecA 激活 蛋白 的 双重 调节 (图 34-11)。 

当 大 肠 杆 菌 处 于 正常 的 生存 条 件 下 ,其 内 部 的 LexA 蛋白 作为 阻 遇 蛋 白 , 与 位 于 43 个 wos 基因 上 
游 的 操纵 基因 (一 致 序列 为 CTG-Nio-CAG) 结 合 , 从 而 阻止 这 些 基 因 的 表达 ,其 中 包括 lex4 和 rec4 基 
因 ; 当 细胞 面临 致死 性 压力 ,其 DNA 遭遇 到 严重 的 损伤 而 出 现 单 链 缺 口 时 ,细胞 内 的 RecA 蛋白 会 与 

单 链 DNA 结合 ,随后 再 作用 于 
LexA 蛋白 ,致使 LexA 蛋白 发 生 





RecA 








”被 切 开 的 LexA 自我 剪 切 。 一 旦 LexA 蛋白 发 生 
ReeA 共 下 白 本 全 自 切割 , 即 与 sos 基因 的 操纵 基 
SA NE 。 因 解 部 ,从 而 解除 了 对 wm 基因 
Sx SORORORGSOS 表达 的 抑制 。43 个 sos 基因 中 与 
wmaDC 操纵 子 (被 阻 过 ) 活性 mwDC 操纵 了 路 损 伤 合成 有 关 的 是 dinB、uimuC 
Umuc 和 UmuD 和 xnzD, 它 们 表达 的 产物 分 别 是 
DNA 聚合 酶 W 、UmuCc 和 UmuD， 
UmuC(UmuD) 一 UmuD- UmuD 受到 LexA 的 切割 变 成 
一 rrrrrrr (DDNA 聚 合 酶 V) 站 Te 大 

GCATTCGA | APGGA UmuD'。 当 1 分 子 UmucC 与 2 分 
CGT 证 间 全 和 CGTGTGCT 子 UmuD' 结合 在 一 起 , 即 组装 成 

二 拉 攻 估 DNA 聚合 酶 V (图 34-12)。 
DNA 聚合 酶 V 在 催化 的 时 候 


国 34-12 大 局 杆菌 DNA 损伤 的 跨越 人 成 有 点 像 团 着 眼睛 摸 彩 ,在 损伤 部 





位 因 缺 乏 可 靠 的 模板 指导 ,随机 地 将 dNTP 参 人 到 DNA 链 上 ,以 克服 损伤 对 DNA 复制 的 阻碍 。 然 而 ， 
这 种 盲目 性 是 以 牺牲 忠实 性 作为 代价 的 。 参 和 人 的 核 苷 酸 错 配 的 可 能 性 很 大 ,但 却 为 细胞 赢得 了 生存 
下 来 的 机 会 。 能 被 聚合 酶 V 跨 越过 的 损伤 包括 喀 啶 二 聚 体 和 AP 位 点 。 既 然 由 聚合 酶 V 催 化 的 DNA 
跨越 合成 是 易 错 的 , 它 就 为 生存 下 来 的 细胞 带 来 了 各 种 突变 ,并 成 为 DNA 损伤 试剂 诱导 大 肠 杆 菌 发 
生 罕 变 的 主要 原因 。 

2. 真 核 细胞 的 跨越 合成 

真 核 细 胞 跨越 合成 的 方式 有 无 错 途 径 和 易 错 途径 两 种 ,细胞 究竟 选用 哪 一 种 方式 一 方面 取决 于 
损伤 的 类 型 , 另 一 方面 取决 于 细胞 内 参与 DNA 跨越 合成 的 各 种 聚合 酶 的 可 得 性 。 

在 易 错 途径 中 ,DNA 聚合 酶 上 和 Revl 蛋白 代替 停留 在 喀 啶 二 聚 体 上 的 聚合 酶 8 或 s ,进行 跨 损 
伤 合成 。 酵 母 的 聚合 酶 上 可 以 胜任 各 种 损伤 的 跨越 合成 。 在 体内 ,Rervl 在 损伤 处 插入 第 一 个 核 苷 
酸 从 而 启动 跨 损 伤 合成 ,随后 ,再 由 聚合 酶 上 合成 几 个 核 昔 酸 ,最 后 由 聚合 酶 8 或 s 取代 聚合 酶 上 和 
Revl 蛋白 ,继续 进行 DNA 复制 。 在 无 错 途 径 中 ,由 DNA 聚合 酶 代 替 DNA 聚合 酶 8 或 s 进行 跨 损 
伤 合 成 ,在 喀 啶 二 聚 体 的 对 面 插 和 两 个 正确 的 A。 

体外 实验 表明 ,DNA 聚合 酶 E 和 mm 与 DNA 底 物 的 亲和力 有 限 ,在 插入 一 个 核 苷 酸 以 后 即 与 DNA 
解 离 ,这 种 性 质 使 得 正常 的 聚合 酶 和 辅助 蛋白 在 跨 损 伤 合成 完成 以 后 ,很 容易 取代 它们 继续 进行 DNA 
复制 。 


第 三 节 “DNA 的 突变 


正如 本 章 前 两 节 所 述 ,DNA 会 遭遇 到 各 种 各 样 的 损伤 ,虽然 细胞 内 存 有 多 种 不 同 的 修复 系统 , 然 
而 ,修复 系统 并 不 是 完美 无 缺 的 。 修 复 系 统 的 不 完善 为 DNA 的 突变 打开 了 方便 之 门 ,因为 一 种 损伤 
如 果 在 下 一 轮 DNA 复制 之 前 还 没有 被 修复 的 话 ,就 有 可 能 直接 被 固定 下 来 传 给 子 代 ,有 的 则 通过 易 
错 的 跨 损伤 合成 ,产生 新 的 错误 并 最 终 也 被 固定 下 来 。 这 些 发 生 在 DNA 分 子 上 可 遗传 的 结构 变化 通 
称 为 突变 (mutation)。 


一 、 突 变 的 类 型 与 后 果 

DNA 突变 的 本 质 是 其 核 苷 酸 序列 发 生 的 变化 。 根 据 核 苷 酸 序列 的 变化 方式 ,DNA 突变 可 分 为 点 
突变 (point mutation) 和 移 框 突变 (frameshift mutation)。 

(一 ) 点 突变 

点 突变 又 被 称 为 碱 基 对 置换 (base-pair substitution), 它 是 指 DNA 分 子 某 一 位 点 上 所 发 生 的 
一 种 碱 基 对 变 成 另外 一 种 碱 基 对 的 突变 ,可 分 为 转换 (transition) 和 颠 换 (transversion) 两 种 形式 (图 
34-13)。 其 中 ,转换 是 指 两 种 味 吟 碱 基 (A 和 G) 或 两 种 喀 啶 碱 基 (T 和 C) 之 间 的 相互 转变 , 颠 换 是 指 
叶 叭 碱 基 和 喀 喧 碱 基 之 间 的 互 变 。 

点 突变 的 后 果 取 决 于 它 的 位 置 和 具体 的 突变 方式 。 如 果 发 生 在 垃圾 DNA (junk DNA) 上 ,就 可 能 
不 会 产生 任何 后 果 ; 如 果 发 生 在 一 个 基因 的 启动 子 或 者 其 他 调节 基因 表达 的 区 域 , 可 能 就 会 改变 基因 
表达 的 效率 ;如 果 发 生 在 一 个 基因 的 内 部 ,情况 就 比较 复杂 ,一 方面 取决 于 突变 基因 是 蛋白 质 基 因 还 
是 非 蛋白 质 基因 , 另 一 方面 如 果 是 蛋白 质 基 因 , 就 取决 于 究竟 发 生 在 它 的 非 编 码 区 ,还 是 编码 区 。 这 
里 只 介绍 发 生 在 蛋白 质 基 因 内 部 的 点 突变 。 

如 果 突 变 发 生 在 蛋白 质 基因 的 非 编码 区 ,就 可 影响 到 该 蛋白 质 基 因 的 转录 、 转 录 后 加 工 和 翻译 
等 ;如 果 发 生 在 蛋白 质 基 因 编码 区 ,就 会 有 三 种 不 同 的 后 果 : 

(1D) 突变 的 密码 子 编码 同样 的 氨基 酸 , 这 样 的 突变 对 蛋白 质 的 结构 和 功能 不 会 产生 任何 影响 , 因 


4 
若是 让 UmucC 呈 
组 成 型 表达 , 则 对 大 肠 杆菌 的 
突变 有 何 影响 ? 








(2) 
沉默 突变 


TGT 一 一 TGC 
Cys 一 一 CyS 
错 义 突变 
TGT 一 汪 了 GG 
Cys 一 一 TIp 
无 义 突变 
TGT 一 一 TGA 


Cys 一 终止 


伟 34-13 碱 基 突 变 的 几 种 
方式 
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预测 以 下 突变 哪些 
是 隐 性 的 ,哪些 是 显 性 的 ? 原 
癌 基 因 、 抗 癌 基 因 、XP 蛋白 、 


B 珠 蛋 白 。 


此 被 称 为 沉默 突变 (silent mutation)。 

(2) 突变 的 密码 子 决 定 不 同 的 氨基 酸 ,这 样 的 突变 可 能 对 蛋白质 的 功能 不 产生 任何 影响 或 影响 微 
乎 其 微 , 也 可 能 产生 灾难 性 的 后 果 。 由 于 出 现 了 错误 的 氨基 酸 ,这 样 的 突变 被 称 为 错 义 突变 (missense 
mutation)。 如 果 突 变 的 氨基 酸 与 原来 的 氨基 酸 具有 同 种 性 质 , 这 种 突变 就 称 为 中 性 突变 (neutral 
mutation)。 中 性 突变 对 蛋白 质 的 功能 影响 一 般 很 小 。 如 果 突 变 的 氨基 酸 与 原来 的 氨基 酸性 质 差 别 较 
大 ,这 样 的 错 义 突变 通常 就 是 灾难 性 的 ,是 许多 疾病 发 生 的 分 子 基础 ,如 镰 状 细胞 贫血 和 圳 性 纤维 变 
性 (cystic fibrosis)。 

(3) 突变 的 密码 子 变 为 终止 密码 子 或 者 相反 。 前 一 种 情况 可 导致 一 条 多 肽 链 被 截 短 ,这 被 称 为 无 
义 罕 变 (nonsense mutation), 而 后 一 种 情况 会 加 长 一 条 多 肽 链 ,被 称 为 加 长 突变 (elongation mutation) 或 
通读 突变 (read-through mutation)。 无 义 突变 究竟 会 给 一 个 蛋白 质 的 功能 带 来 什么 影响 ,主要 取决 于 丢 
掉 了 多 少 个 氨基 酸 残 基 。 

(二 ) 移 框 突变 

移 框 突变 又 称 为 移 码 突变 , 它 是 指 在 一 个 蛋白 质 基因 的 编码 区 发 生 的 一 个 或 多 个 核 背 酸 ( 非 3 的 
整数 倍 ) 的 缺失 或 插入 。 由 于 遗传 密码 是 由 3 个 核 苷 酸 构成 的 三 联 体 密 码 , 因 此 ,这 样 的 突变 将 会 导 
致 阅读 框 发 生 改 变 , 致 使 突变 点 下 游 的 氨基 酸 序列 发 生根 本 性 的 改变 ,但 也 可 能 会 引入 终止 密码 子 而 
使 多 肽 链 被 截 短 。 移 框 突 变 究 竟 对 和 蛋白质 功能 有 何 影 响 ,取决 于 突变 点 与 起 始 密码 子 的 距离 。 显 然 ， 
离 起 始 密码 子 越 近 , 功 能 丧失 的 可 能 性 就 越 大 。 

(三 ) 隐 人 性 突变 和 显 性 突变 

对 于 真 核 生物 而 言 ,DNA 突变 可 能 是 隐 性 的 (recessive), 也 可 能 是 显 性 的 (dominant)。 如 果 突 变 仅 
仅 是 灭 活 一 种 蛋白 质 ,那么 这 种 突变 就 一 般 产 生 隐 性 性 状 ,这 是 因为 染色 体 是 成 对 的 ( 同 源 染色 体 ), 每 
一 个 基因 至 少 有 2 个 拷贝 ,一 条 同 源 当 色 体 上 正常 的 基因 能 够 抵消 另 一 条 同 源 染 色 体 上 突变 的 基因 
对 细胞 功能 和 性 状 的 影响 ,只 有 一 对 同 源 染 色 体 上 两 个 相同 的 基因 都 发 生 突变 , 才 会 影响 到 表 型 ;如 
果 突 变 产生 的 蛋白 质 对 细胞 有 毒 ,这 种 毒性 就 无 法 被 另外 一 条 染色 体 上 正常 基因 表达 出 来 的 正常 蛋 
白质 所 抵消 或 中 和 ,这 种 突变 就 表现 为 显 性 。 显 性 突变 只 需要 两 条 同 源 染色 体 上 任意 一 个 拷贝 的 基 
因 发 生 突 变 , 就 可 以 带 来 突变 体 的 表 型 发 生变 化 。 


二 、 突 变 的 原因 

几乎 任何 导致 DNA 损伤 的 因素 都 能 导致 DNA 突变 ,前 提 是 造成 的 损伤 在 DNA 复制 之 前 还 没 
有 被 修复 。 因 此 可 以 这 样 认为 ,导致 DNA 损伤 的 原因 在 某 种 意义 上 就 是 导致 DNA 突变 的 原因 。 正 
如 DNA 的 损伤 有 内 外 两 种 因素 一 样 ,DNA 的 突变 也 是 如 此 ,由 内 在 因素 引起 的 突变 称 为 自发 突变 
(spontaneous mutation), 由 外 在 因素 引发 的 突变 称 为 诱发 突变 (induced mutation)。 各 种 导致 DNA 突变 
的 内 外 因素 统称 为 突变 原 (mutagen)。 

(一 ) 自发 突变 

1. 自发 点 突变 

导致 自发 点 突变 的 原因 有 : 

(1) DNA 复制 过 程 中 的 错 配 ” 关 于 导致 错 配 的 原因 在 损伤 一 节 已 有 介绍 ,这 里 仅仅 说 明 碱 基 的 互 
变异 构 对 碱 基 转 换 形 成 的 贡献 。DNA 分 子 的 碱 基 可 以 自发 地 进行 互 变异 构 (参看 第 五 章 “ 核 苷 酸 ”)， 
例如 ,T 有 酮 式 和 烯 醇 式 , 酮 式 碱 基 和 烯 醇 式 碱 基因 和 氢 键 受 体 或 供 体 的 变化 , 故 在 配对 性 质 上 会 有 差 
异 , 如 烯 醇 式 的 T 可 以 和 G 配对 。 试 想 一 下 ,如果 DNA 复制 正好 遇 到 模板 链 上 的 1 个 烯 醇 式 T,C 
就 代替 A 与 T 配 对 ,从 而 形成 错 配 的 T : G 碱 基 对 。 倘 若 这 个 错 配 的 碱 基 对 逃 过 了 聚合 酶 的 自我 校 
对 以 及 错 配 修复 系统 ,那么 在 经 过 又 一 轮 复制 以 后 ,最终 将 导致 原来 的 T : A 碱 基 对 转换 为 C : G 碱 
基于。 





伍 


() 自发 脱 氨基 ， 胞 喀 吐 和 5- 甲 基 胞 喀 呈 经 脱 氨基 反应 分 别 转变 成 0 和 T, 由 于 细胞 内 的 BER 假定 DNA 分 子 的 
系统 很 容易 识别 和 修复 DNA 分 子 上 的 U, 因 此 由 胞 叶 哇 脱 氨基 引发 的 突变 的 可 能 性 极 小 。 但 是 ,5- 。 勾 DNA 分 于 中 的 CC 一 术 
甲 基 胞 旷 叶 就 不 一 样 了 ,在 人 类 基因 组 之 中 , 它 通常 出 现在 CG 序列 上 。 如 果 它 脱 氨 就 变 成 了 T, 由 于 。 华 酸 序列 发 生 甲 基 化 后 ,对 
T 是 DNA 分 子 上 正常 的 大 基 , 机 体 没有 专门 的 修复 系统 纠正 这 种 错误 , 那 在 经 过 一 轮 DNA 复制 以 后 ， “mi2 


就 会 导致 C : G 碱 基 对 转换 为 T: A 了 碱 基 对 (图 34-14)。 


O 瓦 O 
HS 人 本 
自发 
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胞 喀 辽 尿 喀 了 啶 鸟 喀 喧 8 可 久 呆 中 (GO) 





正常 的 碱 基于 





站 














转换 的 碱 基于 颠 换 的 碱 基 对 
GiC 一 一人:T GiGC 一 一 一 个 :人 


(3) 活性 氧 的 氧化 ”细胞 的 正常 代谢 产生 的 活性 氧 会 对 碱 基 造 成 损伤 ,这 些 损伤 能 够 改变 碱 基 的 
配对 性 质 。 如 活性 氧 作用 乌 味 叭 的 产物 8- 氧 乌 嗓 叭 与 A 配 对 ,这 可 以 导致 G : C 碱 基 对 到 T : A 碱 
基 对 的 颠 换 (图 34-14)。 

(4) 碱 基 的 烷 基 化 ”这 里 是 指 细胞 内 一 些 天 然 的 烷 基 化 试剂 ,如 SAM ,引起 的 DNA 上 某 些 碱 基 的 
甲 基 化 ,而 改变 了 碱 基 的 配对 性 质 。 

2. 自发 的 移 框 突变 

引起 自发 移 框 突变 的 主要 原因 有 ”复制 滑 移 ”(replication slippage) 和 转 座 作用 。 

(1) 复制 滑 移 “复制 滑 移 ” 通常 出 现在 一 些 具 有 短 重复 序列 的 部 位 。 在 这 样 的 部 位 , 子 链 和 母 链 
之 间 容 易 发 生 错 配 而 形成 突 环 结构 。 如 果 突 环 出 现在 子 链 上 ,复制 就 会 向 后 滑 移 ,导致 插入 突变 ;如 
果 突 环 出 现在 母 链 上 ,复制 就 会 向 前 滑 移 , 导 致 缺失 突变 (图 34-15)。 如 果 这 种 突变 发 生 在 一 个 基因 
的 编码 区 ,就 可 能 产生 异常 的 蛋白 质 而 导致 机 体 病变 ,如 享 廷 顿 病 。 

(2) 转 座 作用 转 座 子 指 是 细胞 内 可 移动 的 DNA 片段 。 当 转 座 因 子 插入 一 个 基因 内 部 以 后 ,不 
仅 会 引起 移 框 突变 ,还 可 能 导致 基因 的 中 断 和 失 活 等 其 他 变化 。 

(二 ) 诱发 突变 

1. 诱发 点 突变 

能 够 诱发 点 突变 的 试剂 有 以 下 几 类 : 

(1) 碱 基 类 似 物 如 5- 省 尿 旷 啶 (5-BrU) 和 2- 氨基 味 叭 。 碱 基 类 似 物 进入 细胞 后 ,很 容易 通过 
补救 途径 转变 成 相应 的 dNTP 类 似 物 ,然后 在 DNA 复制 的 时 候 , 代 替 正 常 的 4dNTP 进入 DNA 链 。 但 
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(2) 向 后 滑 移 
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鲜 34-15 复制 滑 移 引起 的 移 框 突变 


是 ,它们 毕竟 在 结构 上 与 真正 的 碱 基 有 差异 ,因此 一 旦 参 人 到 DNA 链 ,会 导致 碱 基 的 配对 性 质 发 生变 
化 。 以 T 的 类 似 物 S-BrU 为 例 , 当 它 代替 了 T 参 人 到 一 个 正在 合成 的 DNA 链 以 后 ,由 于 在 体内 转变 为 
烯 醇 式 的 机 会 提高 ,而 烯 醇 式 的 $- 省 尿 喀 啶 将 与 G 配对 ,于 是 5-BrU 的 参 和 最 终 会 导致 DNA 分 子 中 
的 A :T 碱 基 对 转换 为 G : C 碱 基 对 。 

同 理 ,2- 氨基 味 叭 作为 A 的 类 似 物 ,如 果 参 入 到 DNA 分 子 之 中 ,在 复制 中 就 能 够 与 T 或 C 配对 ， 
这 样 的 配对 最 终 可 导致 A:T 到 G:C 或 G:C 到 A:T 的 转换 。 

(2) 烷 基 化 试剂 ”如 所 芥 和 硫 芥 等 。 烷 基 化 试剂 能 够 修饰 碱 基 而 改变 碱 基 的 配对 性 质 ,从 而 将 碱 
基 对 的 转换 引入 DNA 分 子 之 中 。 例 如 ,6- 甲 基 乌 味 叭 可 以 和 T 配 对 ,致使 G : C 转换 为 A :T。 此 外 ， 
某 些 双 功 能 烷 基 化 试剂 可 导致 DNA 的 链 间 交 联 ,而 引起 染色 体 的 断裂 。 

G) 脱 氨 基 试剂 ”如 亚 硝酸 和 亚 硫 酸 。 亚 硝酸 能 加 快 碱 基 的 自发 脱 氨基 作用 。C、A 和 G 在 亚 硝 
酸 的 作用 下 ,分 别 转变 成 U、I 和 黄 味 叭 。 除 了 黄 味 叭 的 配对 性 质 与 G 一 样 以 外 ,其 他 两 种 碱 基 配对 性 
质 都 有 变化 ,这 种 变化 将 最 终 导 致 碱 基 对 的 转换 (图 34-16)。 亚 硫酸 只 作用 于 C ,促进 C 脱 氨基 转变 
成 U, 因 此 可 以 导致 C : G 碱 基 对 转换 成 T : A 碱 基 对 。 

(4) 羟 胺 “ 羟 胺 在 体内 可 直接 修饰 碱 基 而 改变 碱 基 的 配对 性 质 , 从 而 诱发 碱 基 对 的 转换 ,如 C 经 
羟 胺 的 修饰 变 成 能 与 A 配对 的 凑 胞 喀 啶 ,这 最 终 可 导致 CG 一 TA( 图 34-16)。 

2. 诱发 移 框 突变 

嵌入 试剂 (intercalating agent), 如 咱 啶 黄 (acridine orange)、 原 黄 素 (proflavin) 和 EB 等 ,是 一 类 扁 
平 的 多 环 分 子 。 它 们 能 够 与 DNA 分 子 上 的 碱 基 相 互 作 用 , 插 和 人 到 碱 基 之 间 ( 图 34-17)。 这 样 的 插入 
将 拉 长 DNA 双 螺旋 ,并 骗 过 DNA 聚合 酶 ,致使 DNA 在 复制 的 时 候 , 发 生 移 框 突变 。 如 果 嵌 和 试剂 插 
人 到 母 链 上 ,就 会 在 子 链 上 嵌入 分 子 的 对 面部 位 随便 插入 一 个 核 苷 酸 ,造成 插入 突变 ;相反 ,如 果 艇 人 
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分 子 揪 和 人 到 一 个 正常 延伸 的 子 链 上 , 那 在 进行 下 一 轮 复 制 的 时 候 , 当 舱 和 人 分子 丢失 以 后 ,就 会 导致 缺 
失 突 变 。 

除了 上 述 各 种 能 够 直接 导致 DNA 分 子 发 生 窗 变 的 试剂 以 外 ,还 有 一 些 因素 ,特别 是 离子 辐射 和 
UV ,通过 损伤 DNA 诱发 易 错 的 跨 损伤 合成 和 NHEJ 而 导致 突变 。 


三 、 回 复 突变 与 突变 的 校正 

(一 ) 回复 突变 

DNA 突变 并 不 是 不 可 道 转 的 ,如 果 在 老 的 突变 位 点 上 发 生 第 二 次 突变 ,致使 原来 的 表 型 得 到 恢 
复 , 这 样 的 突变 就 称 为 回复 突变 (back mutation)。 表 型 能 够 在 回复 突变 中 恢复 的 可 能 原因 是 :突变 
点 编码 的 氨基 酸 变 成 原来 的 氨基 酸 或 性 质 相 似 的 氨基 酸 ,从 而 使 原来 突变 蛋白 的 功能 得 到 全 部 或 部 
分 恢复 。 

(二 ) 校正 突变 

校正 突变 (suppressor mutation) 是 指 发 生 在 非 起 始 突变 位 点 上 ,但 能 够 掩盖 或 抵消 起 始 突变 的 第 
二 次 突变 , 它 分 为 基因 内 校正 和 基因 间 校 正 。 
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1. 基因 内 校正 
Rs 思 (1) 插入 
基因 内 校正 与 起 始 突变 发 生 在 相同 的 基因 内 RS 
(图 34-18), 它 可 能 是 通过 点 突变 或 移 框 突变 来 实 峡 狂 5, IEERREEEREGEERSEIEDDI 3， 
现 校正 ,不 过 点 突变 一 般 只 能 通过 点 突变 来 校正 ， 了 外 3 TEARONESXRESRS 5 


0.68 nm 一 人- 一 
移 框 突变 只 能 通过 移 框 突变 来 校正 。 有 全国， 站 下 三 
如 果 是 通过 点 突变 来 校正 ,一 般 就 是 通过 恢 
复 一 个 基因 产物 内 2 个 残 基 ( 氨 基 酸 残 基 或 核 攻 第 二 轮 复制 
酸 残 基 ) 之 间 的 功能 联系 来 实现 。 具 体 机 制 可 能 
5 ATCAGCTTACT 和 
是 两 次 突变 相互 抵消 了 2 个 残 基 的 变化 ,从 而 恢 TS 
复 了 2 个 残 基 之 间 的 相互 作用 ,致使 基因 产物 能 黎 框 突变 
(插入 一 对 碱 基 ) 


够 正确 地 折 释 ,或 者 使 2 个 相同 的 亚 基 能 够 组 装 
成 有 功能 的 同 源 二 聚 体 。 现 举 一 例 说 明 , 假 如 一 @) 缺 所 
个 蛋白 质 的 正确 折 和 琶 需要 在 Lys3 和 Glu50 的 侧 链 母 链 5/ ATCAGTTACT 3 


子 链 3， 5' 

间 形 成 盐 键 ,显然 ， s3 突 恋 ,就 会 
之 间 形 成 盐 键 ,显然 ,如 果 Lys3 突变 成 Glu3 ,就 本 
导致 原来 的 蛋白 质 不 能 正确 折 释 而 丧失 功能 ,但 

在 嵌入 试剂 丢失 后 ， 
如 果 Glu50 发 生 第 二 次 突变 变 成 了 Lys50, 就 可 以 进行 第 二 轮 复制 
恢复 Clu 和 Lys 之 间 的 盐 键 ,致使 突变 的 蛋白 质 仍 豆 人 gr 
能 正确 折 丢 ,并 具有 原 有 的 功能 。 3 
3 2 本 内 287R_ 移 框 突变 
如 果 是 通过 移 框 突变 来 校正 , 那 起 始 突变 ae 


般 也 是 移 框 突变 , 且 移 框 的 方向 相反 ,数目 相同 。 
例如 ,一 个 基因 的 第 一 次 突变 是 +1 移 框 , 如 果 有 
第 二 次 突变 正好 发 生 在 它 的 附近 ,而 且 是 -1 移 框 的 话 ,第 二 次 突变 很 有 可 能 就 是 一 次 基因 内 校正 。 

2. 基因 间 校 正 

基因 间 校 正 发 生 在 与 第 一 次 突变 不 同 的 基因 上 , 绝 大 多 数 是 在 翻译 的 水 平 上 起 作用 。 这 种 发 生 
第 二 次 突变 具有 校正 功能 的 基因 称 为 校正 基因 。 每 一 种 校正 基因 只 能 作用 一 种 类 型 的 突变 , 即 是 无 
义 突 变 、 错 义 突变 和 移 框 突变 中 的 一 种 。 

校正 基因 一 般 是 通过 恢复 2 个 不 同 的 基因 产物 之 间 (2 条 不 同 的 多 肽 链 、2 个 不 同 的 RNA 或 者 1 
条 多 肽 和 1 分 子 RNA) 的 功能 关系 来 实现 的 。 校 正 基 因 通 常 编码 tRNA, 因 为 它们 是 通过 反 密 码 子 与 
mRNA 上 的 密码 子 相 互 作 用 来 参与 翻译 的 ,所 以 发 生 在 tRNA 反 密 码 子 上 的 突变 可 用 来 校正 mRNA 上 
的 一 个 密码 子 的 突变 ,恢复 密码 子 和 反 密 码 子 之 间 的 互补 关系 ,从 而 使 翻译 出 来 的 蛋白 质 的 氨基 酸 序 
列 恢复 如 初 。 


34-17， 雇 入 试剂 诱发 的 移 框 突变 (Russell,2009) 


校正 tRNA 除了 能 够 校正 无 义 突 

SD 序列 Ri 变 以 外 ,还 能 校正 错 义 突变 ,甚至 移 框 

iapvaaaaaaaaaiaaSeaaawila 突变 。 一 种 校正 tRNA 究竟 能 够 校正 

3'-GTCCTGTTGTGACGTACGGGTTTATGAAACCCACT-5' ， 何 种 突变 完全 取决 于 反 密 码 子 发 生 什 

和 人 人 么 样 的 突变 。 例 如 ,有 一 种 校正 tRNA 

5'-CEGGACAACACTGCATGCCCAAATAGTTTGGGTGA-3' ”的 反 密码 子 由 4 个 核 苷 酸 组 成 ,显然 ， 

3'-GTCCTGTTGTGACGTACGGGTTTAYCAAACCCACT- 5 过 条 校 芷 村 民间 攻 入 证 1 吉 本 汪 瑟 ， 
基因 内 校正 第 二 次 突变 ) 转换 

在 细胞 内 ,校正 tRNA 的 基因 与 野 

生 型 tRNA 的 基因 共存 ,其 产物 即 校正 

tRNA 会 与 野生 型 TRNA 或 翻译 的 终止 

本 释放 因子 竞争 ,这 可 能 会 导致 正常 的 


5' -CRGGACAACACTGCATGCCCAAACAGTTTGGGTGA--3/ 
3'--GTCCTGTTGTGACGTACGGGTTTGTCAAACCCACT-5' 





翻译 发 生 错 义 或 通读 。 
人 E 贱 量 
一 如 果 校 正 基 因 是 一 个 蛋白 质 基 因 , 校 正 机 制 一 般 就 
‖ 在 相 白 质 C 上 是 通过 它 编码 的 蛋白 质 上 的 一 个 氨基 酸 残 基 的 变化 , 抵 
A B 一 -一 > 0C 一 一 一 D 








下 消 了 发 生 第 一 次 突变 的 那 一 个 蛋白 质 上 的 氨基 酸 变化 ， 


/第 二 次 突变 发 生 
A 





D 一 -一 ”了 
四 24- 19 迁 回 校正 


同时 突变 使 得 它 能 够 绕 过 C， 直接 从 重 白 质 B 得 到 信息 ,从 而 使 原来 的 信号 通路 恢复 畅通 。 


四 、 突 变 原 与 致癌 物质 之 间 的 关系 以 及 致癌 物质 的 检测 


据 估 计 , 多 达 80% 的 人 类 癌症 是 由 各 种 导致 DNA 损伤 或 者 干扰 DNA 复制 的 致癌 物质 引发 的 , 因 
此 致癌 物质 一 般 也 是 突变 原 。 由 于 许多 致癌 物质 是 人 工 合成 的 物质 (如 杀 虫 剂 和 农药 ), 因 此 需要 建立 
一 套 快 速 检测 一 种 物质 是 否 是 致癌 物质 的 方法 。 既 然 致癌 物质 一 般 是 突变 原 , 那 么 完全 可 以 根据 一 


种 物质 的 致 变性 来 推测 其 潜在 的 致癌 性 。 


Bruce Ames 于 1975 年 建立 的 沙门 氏 菌 回复 突变 试验 法 , 即 Ames 试验 (Ames test) 法 就 是 使 用 突 
变性 推测 致癌 性 的 一 种 较为 流行 的 检测 方法 。 该 法 快捷 ,简便 、 敏 感 、 经 济 , 且 适用 于 测试 混合 物 , 反 


映 多 种 化 学 物质 的 综合 效应 


科学 故事 一 TIDA 的 发 现 

某 些 基因 的 遗传 性 疾病 是 很 罕见 的 ,原因 是 它们 影响 到 了 细胞 最 重要 的 功能 ,从 而 导致 突变 体 无 法 
生存 。 只 有 有 限 的 突变 不 会 影响 到 细胞 内 不 可 缺少 的 功能 ,这 些 突变 体能 够 生存 下 来 ,并 供 人 类 研究 。 

1968 年 ,James Cleaver 在 Nature 上 发 表 了 一 篇 关于 3 个 罕见 的 着 色 性 干 皮 病 患 者 (XP) 细胞 内 DNA 
修复 缺陷 的 论文 。 据 Cleaver 回忆 ,他 是 于 1967 年 4 月 ,在 当月 的 旧金山 年 历 (San Francisco Chronicle) 
里 ,看 到 了 一 篇 描述 一 位 XP 患者 因为 阳光 诱发 遗传 性 皮肤 癌 的 文章 而 受到 启发 ,猜想 XP 患者 可 能 就 是 
他 想 做 的 关于 辐射 损伤 人 类 DNA 研究 的 天 然 突变 体 。 随 后 ,他 从 病人 体内 抽取 XP 细胞 ,开始 对 XP 与 
DNA 损伤 修复 的 关系 进行 系统 的 研究 ,并 取得 了 一 系列 突破 性 的 成 果 。 

NER 系统 的 功能 包括 切除 UV 辐射 产生 的 啶 二 聚 体 , 它 对 于 所 有 接触 阳光 的 生物 来 说 都 是 极为 重 
要 的 。XP 患者 缺乏 正常 的 有 功能 的 NER 系统 ,因此 对 UV 极度 敏感 ,容易 被 阳光 诱发 得 皮肤 癌 。NER 
系统 在 各 种 生物 (从 酵母 到 仓鼠 再 到 人 ) 中 都 是 由 一 套 高 度 同 源 的 蛋白 质 组 成 。 这 些 蛋 白质 协调 一 致 , 识 
别 DNA 损伤 ,在 损伤 区 域 解 开 DNA 链 ,切除 损伤 的 核 背 酸 , 护 补 切除 后 留 下 来 的 缺口 。 人 类 XP 疾病 就 
是 参与 NER 修复 的 7 种 蛋白 质 (XPA 至 XPG) 缺 陷 造 成 的 。 

在 法 国 ,由 Jean-Marc Egly 领导 的 研究 小 组 一 直 在 研究 基础 转录 因子 TFIIH。1993 年 ,他 们 报道 , 构 
成 TFIIH 的 两 个 成 分 也 是 DNA 修复 蛋白 , 即 XPB 和 XPD。 这 个 很 重要 的 发 现 将 转录 和 DNA 修复 联系 
到 一 起 ,既然 一 种 蛋白 质 同时 在 两 个 系统 中 发 挥 作 用 ,就 解释 了 为 什么 完全 缺乏 XPB 或 XPD 的 小 鼠 在 胚 

台 期 就 死亡 的 现象 。 然 而 ,在 XPB8 和 XPD 基 因 上 发 生 的 某 些 突变 也 出 现在 一 些 XP 病人 身上 ,但 病人 依 
然 能 生存 。 后 来 发 现 ,含有 类 似 突变 的 小 鼠 也 能 够 生存 ,并 表现 出 某 些 XP 患者 的 症状 。 但 是 ,在 XYPD 和 
XPB 基因 上 有 缺陷 的 XP 患者 的 临床 表 型 并 不 相同 : 某 些 病人 表现 出 渐 发 性 的 神经 退化 ;而 其 他 病人 则 表 
现 出 身材 矮小 ` 发 育 迟 缓和 恶 病 质 状态 。 表 型 的 差异 似乎 反映 了 同一 种 蛋白 质 在 不 同 功能 上 的 缺陷 。 

不 久 ,意大利 科学 家 Miria StefBnini 领导 的 研究 小 组 以 及 荷兰 和 法 国 科学 家 发 现 , 某 些 XPD 或 入 PB 


从 而 使 它们 仍然 能 够 正常 地 组 装 在 一 起 形成 有 功能 的 异 
B 一 一 ~C” /在 蛋白 质 D 上 。， 源 寡 聚 体 蛋白 。 除 此 以 外 ,还 有 一 种 叫 迁 回 校正 (bypass 
suppressor) 的 机 制 ,该 机 制 通常 适用 于 一 条 信号 通路 。 如 
图 34-19 所 示 ,蛋白 质 C 的 突变 使 得 信息 无 法 从 C 传 给 D， 
从 而 导致 整个 信号 通路 无 法 正常 运转 。 然 而 ,蛋白 质 D 的 


(4 


Ames 试验 法 
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本 章 小 结 填 填 看 
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有 缺陷 的 病人 有 毛发 二 硫 键 营养 不 良 症 (TITD) 的 表 型 。 这 些 病 人 的 细胞 在 培养 的 时 候 与 XP 细胞 相似 。 
1993 年 ,他 们 发 现 一 个 TID 病人 的 细胞 (TITD-A) 对 UV 辐射 极度 敏感 ,但 他 的 XPB 和 XPD 没有 任何 
人 缺陷。 于 是 在 这 种 TTD-A 细胞 内 , 共 耗 时 10 年 的 搜寻 缺陷 基因 的 “战斗 "打响 了 ! 既然 XPB 和 XPD 
是 TFIIH 的 组 分 ,那么 ,这 种 复合 物 首先 进入 了 科学 家 寻找 TITD-A 致 病 基因 的 视线 。TEFIEH 的 检测 实验 
表明 ,TID=-A 细胞 内 TFIUH 浓度 比 正 常 细胞 要 低 。 可 是 ,后 来 对 每 一 个 TFIH 组 分 的 序列 分 析 显 示 一 切 
正常 ,没有 任何 突变 。 而 且 , 添加 纯化 的 正常 TFIH 蛋白 的 每 一 个 组 分 都 不 能 纠正 TTD-A 的 缺陷 。 就 
在 科学 家 们 百 思 不 得 其 解 的 时 候 , 酵 母 和 薄 类 中 的 新 发 现 引 起 了 荷兰 科学 家 的 注意 。 以 Ranish 为 首 的 研 
究 小 组 在 酵母 中 发 现 ,TFB5(TEFIIH 的 新 组 分 ) 与 TID-A 相似 ,缺乏 TEB5 的 酵母 细胞 对 于 UV 辐射 极 
为 敏感 。 此 外 ,在 莱茵 衣 藻 (Chiarydomonas reinhard 庆 ) 中 发 现 的 UV 敏感 型 突变 体 校正 蛋白 一 Rexl 与 
TEB5 存在 序列 的 同 源 性 ! 

于 是 ,他 们 决定 利用 这 个 重要 的 信息 确定 人 是 否 也 含有 TFB5 的 同 源 物 ,如 果 有 ,那么 TTD-A 细胞 
是 否 在 TEB5 的 同 源 物 上 有 缺陷 ? 很 快 ,一 个 国际 研究 小 组 成 立 了 ,小 组 内 的 专家 利用 细胞 、 分 子 和 物理 
学 的 手段 进行 研究 。 不 久 , 他 们 在 人 细胞 内 克隆 出 TEFB5 的 类 似 物 (被 称 为 TTDA), 其 相对 分 子 质量 为 
8x 10 ,并 证 明了 它 与 人 ATEIH 其 他 组 分 之 间 的 相互 作用 。 进 一 步 的 研究 还 表明 ,正常 的 TTDA 可 纠正 
TITD-A 细胞 的 功能 仙 陷 。 那 么 ,为 什么 如 此 重要 的 蛋白 质 经 过 这 么 久 才 被 发 现 ?” 最 可 能 的 原因 是 它 太 
小 了 ,只 有 8x 10 ,很 容易 在 纯化 过 程 中 与 染料 一 起 跑 出 凝 胶 , 所 以 被 忽略 了 。 但 不 管 怎么 样 , 毅 力 终究 会 
带 来 胜利 ! 
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人 第 三 十 五 章 DNA 重组 


任何 物种 的 基因 组 DNA 都 不 是 固定 不 变 或 绝对 稳定 的 。 它 不 仅 会 遭受 损伤 ,还 会 发 生 突变 
和 重组 (recombination)。DNA 重组 是 指 发 生 在 一 个 DNA 分 子 内 或 两 个 DNA 分 子 之 间 核 苷 酸 序 
列 的 交换 、 重 排 和 转移 现象 。 它 主要 包括 同 源 重组 (homologous recombination)、 位 点 特异 性 重组 
(site-specific recombination) 和 转 座 重 组 (transposition recombination) 3 种 形式 。 如 果 说 突变 能 够 
为 生物 带 来 变异 的 话 ,那么 重组 就 可 以 在 基因 组 内 创造 不 同 的 变异 组 合 。 生 物 通过 重组 ,不 仅 可 以 
产生 新 的 基因 或 等 位 基因 的 组 合 ,还 可 以 创造 出 新 的 基因 ,提高 种 群 内 遗传 物质 的 多 样 性 ;此 外 , 重 
组 还 被 用 于 DNA 修复 ; 某 些 病 毒 还 利用 重组 将 自身 的 DNA 整合 到 宿主 细胞 的 DNA 上 。 在 掌握 天 
然 重组 原理 的 基础 上 ,人 们 还 可 以 利用 重组 来 进行 基因 作 图 .基因 殴 除 .基因 治疗 和 转基因 生物 的 培 
育 等 。 

本 章 将 重点 痔 述 同 源 重 组 、 位 点 特异 性 重组 和 转 座 重组 的 机 制 、 原理 和 功能 ,至 于 重组 的 应 用 会 
在 第 四 十 四 章 “重组 DNA 技术 ”做 专门 介绍 。 


第 一 他 同 源 重组 


同 源 重 组 也 称 为 一 般 性 重组 (general recombination), 它 发 生 在 含有 同 源 序列 的 两 个 DNA 分 子 之 
间 , 即 在 两 个 DNA 分 子 的 同 源 序列 之 间 直 接 进行 交换 。 进 行 交 换 的 同 源 序 列 可 能 是 完全 相同 的 ,也 
可 能 是 近乎 相同 的 。 细 菌 的 转化 (transformation)、 接 合 (conjugation) 转 导 (transduction) 和 真 核 细 胞 同 
源 染 色 体 之 间 的 交换 等 都 属于 同 源 重组 。 

进行 同 源 重组 必须 满足 5 个 条 件 : 中 在 交换 区 域 含 有 相同 或 几乎 相同 的 碱 基 序列 ;@ 双 链 
DNA 分 子 之 间 发 生 互补 配对 ;@@ 需 要 重组 酶 (recombinase) 的 催化 ; @ 形 成 异 源 双 链 ;@ 发 生 联 会 
(synapsis)。 

为 了 解释 同 源 重组 的 机 理 , 人 们 在 实验 的 基础 上 ,提出 了 各 种 模型 ,下面 就 介绍 几 种 具有 代表 性 
的 同 源 重 组 模型 。 


一 、 同 源 重 组 的 模型 

(一 ) Holliday 模型 

此 模型 由 Robin Holliday 在 1964 年 提出 ,虽然 经 过 多 次 修改 ,但 其 核心 内 容 仍然 是 当今 各 种 解释 
同 源 重组 模型 的 基石 。 最 初 的 Holliday 模型 的 主要 内 容 是 : 

(1) 2 个 同 源 的 DNA 分 子 并 列 在 一 起 。 

(2) 2 个 DNA 分 子 各 有 一 条 链 在 相同 的 位 置 被 切 开 ,被 切 开 的 链 必须 具有 相同 的 极 性 。 

(3) 被 切 开 的 链 进行 交换 并 与 同 源 的 链 连 接 , 形 成 叉 状 的 Holliday 连接 (Holliday junction) 或 
Holliday 结构 (Holliday structure) 或 Holliday 中 间 体 (Holliday immediate)。 


ee 


(4) 1 个 分 子 相 对 于 另外 1 个 分 子 作 180? 的 旋转 ,得 到 另 一 种 Holliday 结构 。 


435, 
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(5$) Holliday 连接 的 分 离 。 有 两 种 分 离 的 方法 ,第 一 种 方法 是 相同 的 链 被 第 二 次 切 开 ,结果 产生 与 
原来 一 模 一 样 的 两 个 非 重组 的 DNA。 


一 
ee IN 
第 二 种 分 离 的 方法 是 另 一 条 链 被 切 开 , 然 后 经 过 重新 连接 ,产生 重组 DNA。 
由 于 上 述 模型 过 于 简单 ,无 法 解释 许多 天 然 的 同 源 重 组 现象 ,人 们 很 快 就 对 此 模型 进行 了 修 
正 。 首 先 在 Holliday 连接 形成 之 后 引入 1 个 新 的 步骤 , 即 分 又 迁移 (branch migration)。 如 下 图 所 示 ， 


Holliday 连接 形成 以 后 ,其 分 又 可 以 向 两 边 移动 ,这 样 的 移动 将 会 导致 1 个 DNA 分 子 上 一 条 链 上 的 部 
分 序列 转移 到 另 1 个 DNA 分 子 之 中 。 


一 一 一 一 天 
上 述 经 迁移 过 的 Holliday 连接 ,再 通过 内 部 180? 旋 转 可 得 到 以 下 结构 : 
aa 


最 后 的 分 离 仍 有 两 种 方法 ,但 分 又 的 迁移 导致 了 非 重 组 的 DNA 分 子 也 含有 异 源 双 链 。 





(二 ) Holliday 模型 的 实验 证 据 
1976 年 ,David Dressler 和 Hunt Potter 发 表 了 一 系列 支持 Holiday 模型 的 实验 证 据 。 他 们 使 用 含有 pMB9 
质粒 的 大 肠 杆 菌 作为 实验 材料 。 每 个 大 肠 杆 菌 细胞 通常 含有 约 20 个 拷贝 的 pMB9 质粒 ,为 了 增强 质粒 
DNA 之 间 发 生 同 源 重 组 的 机 会 ,他 们 使 用 氯 霉 素 扩 增 的 方法 ,将 质粒 的 拷贝 数 增加 到 1 000 个 /细胞 。 
他 们 将 质粒 从 细胞 中 抽取 出 来 ,并 使 用 CsCl 密度 梯度 离心 纯化 ,最 后 放 在 电镜 下 观察 ,发 现 了 呈 
X 字形 的 结构 (图 3$-1)。 但 是 ,这 种 X 字 形 结构 并 不 意味 着 它 一 定 是 Holliday 结构 ,因为 双 倍 大 小 
侠 35-1 电镜 下 的 Holiday ”的 质粒 自身 扭曲 或 者 质粒 的 连环 体 在 电镜 下 也 会 呈 X 字形 。 
下 为 了 将 呈 X 状 的 Holliday 结构 与 其 他 两 种 可 能 的 结构 区 分 开 来 ,Potter 和 Dressler 使 用 限制 性 内 
切 酶 EcoRI 预 消化 质粒 ,然后 再 放 到 电镜 下 观察 。EcoRI 的 消化 将 会 破坏 另外 两 种 结构 ,只 留 下 呈 X 
状 的 Holliday 结构 。 正 如 预期 的 一 样 ,EcoRI 消 化 以 后 , 留 下 了 0.5%~3% 呈 X 状 的 分 子 。 进 一 步 研 究 
发 现 ,这 种 呈 X 状 的 分 子 结构 是 对 称 的 ,其 相反 的 2 个 臂 的 长 度 一 样 ,并 且 具 有 相同 的 变性 样式 。 当 
他 们 使 用 Rec A 蛋白 有 缺陷 的 大 肠 杆菌 突变 株 做 同样 实验 的 时 候 , 却 得 不 到 呈 X 状 的 质粒 分 子 。 
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Potter 和 Dressler 的 实验 结果 为 Holliday 模型 提供 了 一 个 直接 的 证 据 。 正 因为 如 此 ,虽然 Holliday 
模型 已 被 多 次 修改 ,但 星 X 状 的 Holliday 结构 依然 是 不 可 更 改 的 。 

(三 ) Aviemore 模型 

虽然 Potter 和 Dressler 为 Holliday 模型 提供 了 直接 的 证 据 , 但 Holliday 模型 仍然 存在 一 些 缺 陷 。 
例如 , 它 并 没有 解释 2 个 DNA 分 子 的 同 源 序 列 是 如 何 配对 以 及 单 链 切口 是 如 何 形成 的 ,此 外 , 它 也 
不 能 解释 在 其 他 重组 系统 (如 酵母 ) 中 得 到 的 一 些 结果 。 于 是 , 几 个 经 改良 的 Holliday 模型 先后 被 提 
人 了 出 来 ,其 中 包括 Aviemare 模型 或 Meselson- 

一 条 链 出 现 断裂 Radding 模型 ,这 个 新 的 模型 有 时 也 被 称 为 单 








| 单 链 断 裂 处 发 链 断 裂 模型 (single-strand break model)。 
生 链 取代 合成 之 所 以 将 Aviemore 模型 称 为 单 链 断 裂 模 
一 EC 一 ~ 一 一 0 型 ,是 因为 该 模型 认为 (图 35-2), 在 2 个 配对 


被 取代 的 链 侵 和 另 ”的 同 源 DNA 分 子 中 ,只 有 1 个 DNA 分 子 上 的 
分 支 迁 移 人 D 环 1 条 链 产生 切口 ,这 条 产生 切口 的 链 在 被 DNA 
三 三 和 一 一 二 于 聚合 酶 催化 的 新 链 合成 取代 后 ,侵入 到 同 源 
的 DNA 分 子 之 中 ,至 于 Holliday 结构 的 形成 
以 及 最 后 的 分 离 ,与 原来 的 Holliday 模型 相 比 
二 并 没有 做 多 少 改动 。 
(四 ) 双 链 断裂 模型 (double-strand break model) 
Arviemore 模型 并 不 完美 ,于 是 又 有 人 提出 了 双 链 断裂 模型 ,该 模型 由 Szostak 本 等 人 于 1983 年 共 
同 提出 ,主要 的 实验 证 据 来 自 酵 母 。 与 Aviemore 模型 不 同 的 是 , 双 链 断裂 模型 认为 ,1 个 DNA 分 子 上 
两 条 链 的 断裂 启动 了 链 的 交换 ,随后 发 生 的 DNA 修复 合成 和 切口 的 连接 产生 了 Holliday 结构 , 且 具 有 
2 个 半 交 叉 点 (half chiasma)。 详 细 步 又 如 下 (图 35-3):@D 链 断裂 与 切除 ,一 个 DNA 分 子 发 生 双 链 断 裂 ， 
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随后 在 核酸 酶 的 作用 下 ,发 生 双 链 断裂 的 DNA 分 子 上 的 两 条 链 在 双 链 裂口 处 发 生 降解 。@ 链 侵入 ， 
单 链 的 一 端 在 另 一 个 双 链 DNA 分 子 上 寻找 同 源 序列 。 如 果 发 现 同 源 序列 ,就 侵入 到 另 一 个 双 链 之 中 ， 
进行 链 取 代 , 从 而 形成 异 源 双 链 。@ 退 火 与 合成 ,在 侵入 的 单 链 3' 端 开始 链 的 修补 合成 ,同时 , 另 一 条 
单 链 的 末端 与 被 取代 的 链 退 火 。 田 形成 Holliday 结构 ,DNA 合成 和 链 取 代 导 致 第 二 个 交换 结构 , 即 
Holliday 结构 的 形成 。@) Holliday 结构 的 分 离 和 交换 。 


二 、 参 与 同 源 重 组 的 主要 酶 和 蛋白质 

无 论 哪 一 种 重组 都 是 在 特定 的 蛋白 质 和 酶 的 协助 下 完成 的 。 实 际 上 ,对 各 种 参与 重组 过 程 的 蛋 
白质 结构 与 功能 的 研究 ,大 大 促进 了 人 们 对 重组 机 制 的 了 解 。 下 面 以 大 肠 杆 菌 为 例 , 介 绍 一 些 与 同 源 
重组 有 关 的 蛋白 质 的 结构 与 功能 : 

(一 ) RecA 蛋白 

RecA 蛋白 是 同 源 重 组 中 最 重要 的 蛋白 质 ,参与 大 肠 杆 菌 所 有 的 同 源 重 组 途径 , 它 有 单 体 和 多 
聚 体 两 种 形式 。 多 聚 体 由 单 体 在 单 链 DNA 上 从 5' 一 3' 方 向 组 装 而 成 。 多 聚 体 的 RecA 环绕 在 单 链 
DNA 上 形成 一 种 有 规则 的 丝 状 螺旋 结构 ,平均 每 1 个 单 体 环 绕 5 个 核 苷 酸 ,每 个 螺旋 有 6 个 单 体 。 每 
一 个 RecA 单 体 由 3 个 结构 域 组 成 ,1 个 大 的 中 央 结 构 域 被 2 个 位 于 N 端 和 C 端 小 的 结构 域 包 围 。 中 
央 结 构 域 负责 与 DNA 和 ATP 结合 ,含有 2 个 DNA 结合 位 点 ,分 别 负责 与 单 链 DNA 和 双 链 DNA 结合 ; 
N 端 结构 域 与 多 聚 体 的 形成 有 关 ; C 端 结构 域 的 功能 是 促进 丝 状 结构 之 间 的 结合 。 

RecA 的 主要 功能 包括 :四 促进 2 个 DNA 分 子 之 间 链 的 交换 (图 35-4);@) 作 为 共和 蛋白 酶 促进 LexA 
阻 遏 蛋白 的 自我 水 解 (参看 第 三 十 四 章 “DNA 的 损伤 .修复 和 突变 ”)。 

要 让 RecA 促进 2 个 DNA 分 子 之 间 的 链 交 换 , 必须 同时 满足 3 个 条 件 :四 2 个 DNA 分 子 中 的 1 
个 必须 含有 单 链 区 域 ,以 便 RecA 能 够 结合 上 去 ;@) 2 个 DNA 分 子 必 须 含 有 不 低 于 50 bp 的 同 源 序列 ; 
@@ 同 源 序列 内 必须 含有 1 个 自由 的 末端 ,以 启动 链 的 交换 。 

RecA 蛋白 在 同 源 重组 的 具体 作用 分 为 3 个 阶段 :OD RecA 的 第 一 个 DNA 结合 位 点 (初级 位 点 ) 与 


(1)RecA 蛋白 促进 2 个 双 链 DNA 分 子 链 之 间 的 交换 (2)RecA 蛋白 促进 单 链 DNA 与 双 链 DNA 进行 链 交换 





(OO0) 
RecA 单 链 DNA 
ADP+Pi 蛋白 ) 


单 链 DNA 结合 , 包 被 DNA ,形成 蛋白 质 -DNA 丝 状 复合 物 ;@) RecA 的 第 二 个 DNA 结合 位 点 (次 级 
位 点 ) 与 1 个 双 链 DNA 分 子 结合 ,形成 三 链 DNA 中 间 体 ,随后 单 链 DNA 侵入 双 链 DNA ,寻找 同 源 
序列 ;G@@) 被 RecA 包 被 的 单 链 DNA 从 S 一 3 方向 取代 双 链 DNA 分 子 中 的 同 源 旧 链 ,形成 异 源 双 链 ,并 
发 生 分 又 迁移 ,在 此 阶段 ,由 RecA 驱动 的 链 取 代 和 分 又 迁移 需要 ATP 的 结合 。 
在 其 他 生物 体 中 ,也 发 现 了 RecA 的 类 似 物 ,例如 古 菌 中 的 RadA 和 RadB 蛋白 ,以 及 真 核 生物 中 
的 Rad51 .Rad57 .Rad55 和 Dmcel 蛋白。 
(二 ) RecBCD 蛋白 
由 RecB、RecC 和 RecD 3 个 亚 基 组 成 。RecBCD 和 蛋白 具有 5 种 不 同 的 酶 活性 ,分 别 是 外 切 核酸 酶 V 、 
解 链 酶 ,核酸 内 切 酶 ATP 酶 和 单 链 DNA 外 切 酶 活性 。 
Ce ReoBcD 蛋白 的 功能 是 参与 细胞 内 
G'GcTGGTGG3) ， 的 RecBCD 同 源 重 组 途径 。 在 此 途径 中 
双 -好 供 体 DNA (图 35-5),RecBCD 首先 与 双 链 DNA 分 














RecBCD 与 双 链 DNA 自 由 末端 端 结合 ， 
| 生 作 全 0 汪 子 自 由 未 端 结合 ,并 依靠 其 外 切 核酸 酶 
V 的 活性 ,同时 降解 DNA 的 2 条 链 。 一 
了 且 它 遇 到 o 大 (X) 序列 ,RecD 亚 基 就 会 
| 从 复合 物 中 释放 出 来 , 留 下 来 的 RecBC 
3 蛋白 开始 以 解 链 酶 的 活性 发 挥 作用 ,在 
水 解 ATP 的 同时 , 解 开 DNA 双 链 ,产生 
一 旦 录 到 X 序 列 ，RecD 亚 基 就 
释放 出 来 ， 留 下 的 RegpC 蛋 白天 单 链 DNA ,为 RecA 发 挥 作用 铺 平 了 道 
始 以 解 链 酶 的 活性 发 挥 作用 ， 在 
水 解 ATP 的 同时 ， 解 开 DNA 双 链 ， 路 ,并 最 终 启 动 链 交 换 和 重组 反应 。 
产生 单 链 DNA 


X 序列 是 一 段 特 殊 的 碱 基 序列 ,其 


的 @ 一 致 序列 是 $ -GCTGCGTGG-3' ,最 早 发 
现 它 与 基因 组 上 的 重组 “热点 ”有 关联 ， 
受 体 DNA 








即 它 的 存在 能 提高 重组 的 频率 。 显 然 ， 
| 冯 竺 和 全 NAAES 人 的 理 这 与 它 能 调节 RecBCD 的 酶 活性 .刺激 

RecBCD 重组 途径 有 关 。 据 估计 ,大 肠 

一 人 em 杆菌 基因 组 含有 大 于 1 000 个 X 序 列 。 


(三 ) RuvA RuvB 和 RuvC 蛋白 

(1) RuvA 其 功能 是 识别 Holliday 
结构 ,协助 RuvB 蛋白 催化 分 叉 的 迁移 。 它 以 一 种 特别 的 方式 形成 四 聚 体 , 呈 四 重 对 称 ,就 像 带 有 四 片 
花 潍 的 花 条 一 样 , 特 别 适 合 与 Holliday 结构 中 的 4 个 DNA 双 链 区 结合 ,从 而 促进 分 又 迁移 过 程 中 链 的 
分 离 (图 35-6)。 

(2) RuvB 此 蛋白 是 一 种 解 链 酶 ,其 功能 是 催化 Holliday 结构 中 分 又 的 迁移 (图 35-6)。 但 它 的 
作用 需要 RuvA 的 协助 。 与 大 多 数 解 链 酶 一 样 ,RuvB 也 是 一 种 六 聚 体 蛋 白 , 但 与 其 他 六 聚 体 解 链 酶 
不 同 的 是 ,RuvB 包 被 双 链 DNA , 而 不 是 单 链 DNA。 电 镜 照 片 显示 ,RuvB 在 溶液 中 是 七 聚 体 , 但 一 旦 
与 DNA 结合 ,就 转变 为 环 状 六 聚 体 。 电 镜 照片 还 显示 ,有 2 个 RuvB 六 聚 体 与 RuvA 接触 ,各 位 于 
RuvAB-Holliday 复合 体 的 两 侧 。 

(3) RuvC 此 蛋白 是 一 种 特殊 的 核酸 内 切 酶 ,负责 催化 Holliday 结构 的 分 离 , 因 此 被 称 为 解 离 酶 
(resolvase)。 它 以 对 称 的 二 聚 体形 式 起 作用 ,在 Holliday 结构 的 中 央 部 位 切 开 4 条 链 中 的 2 条 ,从 而 导 
致 Holliday 结构 的 拆 分 。 由 于 RuvC 同 源 二 聚 体 与 Holliday 结构 的 结合 是 对 称 的 ,因此 ,RuvC 能 以 两 
种 机 会 均等 的 方式 与 Holliday 结构 结合 ,致使 Holliday 结构 能 以 两 种 机 会 相等 的 方式 解 离 ,但 只 有 一 
种 方式 产生 重组 型 DNA (图 35-7)。 


转 25-5 5 RecBCD D 蛋白 的 作用 模型 


(5, 


用 于 基因 工程 的 大 
肠 杆菌 通常 都 缺失 编码 RecA 
蛋白 的 基因 ,这 是 为 什么 ? 
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35-6 RuvA 和 RuvB 的 作用 模型 





点 ,只 有 当 分 支 迁移 到 该 一 致 序列 的 时 候 ,RuvC 才 有 机 会 起 作用 。 


三 、 细 菌 的 同 源 重组 
你 认为 DNA 聚合 以 大 肠 杆 菌 为 例 ,细菌 的 同 源 重 组 最 主要 的 是 RecBCD 途径 (图 35-5)。 在 此 途径 中 ,除了 


酶 工 在 RecBCD 重组 途径 中 SR 页 
二 有 本 丙 南 人 h 训 2 是 DR RecBCD 以 外 ,还 需要 RecA SSB .RuvA 、RuvB .RuvC  DNA 聚 合 酶 I .DNA 连接 酶 和 DNA 旋 转 酶 。 此 外 ， 


聚合 酶 册 ? 还 需要 X 序列。 
真 核 生物 的 同 源 至 于 真 核 生 物 的 同 源 重组 ,目前 对 人 们 对 它 的 研究 和 认识 还 远 远 落后 于 原核 生物 ,但 从 已 经 获得 
下 级 的 数据 看 来 ,在 不 同 的 真 核 生 物 之 间 , 同 源 重组 的 机 制 是 高 度 保守 的 。 


第 二 他” 位 点 特异 性 重组 


位 点 特异 性 重组 是 指 在 DNA 特定 位 点 上 发 生 的 重组 , 它 几 乎 存在 于 所 有 的 细胞 中 ,需要 专门 的 
和 蛋白质 识别 特异 性 重组 位 点 ,并 催化 重组 反应 。 虽 然 在 很 多 情况 下 , 它 也 需要 在 重组 位 点 存在 同 源 序 
列 , 但 所 需 的 同 源 序列 并 不 长 。 与 同 源 重组 一 样 ,位 点 特异 性 重组 也 发 生 链 交换 、 形 成 Holliday 结构 、 
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缺失 
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伟 35-8 缺失 性 位 点 特异 性 重组 和 倒 位 式 位 点 特异 性 重组 图 解 


进行 分 又 迁移 和 Holliday 结构 解 离 的 步骤 。 

位 点 特异 性 重组 可 以 发 生 在 2 个 不 同 的 DNA 分 子 之 间 , 也 可 以 发 生 在 同 1 个 DNA 分 子 内 (图 
35-8)。 如 果 是 前 者 ,通常 就 会 导致 2 个 DNA 分 子 之 间 发 生 整 合 ;如 果 是 后 者 ,就 可 能 发 生 缺 失 或 倒 位 
(inversion)。 缺 失 性 位 点 特异 性 重组 在 2 个 重组 位 点 上 含有 直接 重复 序列 ,而 倒 位 式 位 点 特异 性 重组 
在 2 个 重组 位 点 上 具有 反 向 重复 序列 (inverted repeat)。 

位 点 特异 性 重组 的 主要 功能 包括 :中 调节 鸣 菌 体 的 整合 ;@ 调 节 基 因 表 达 。 现 分 别 举 一 例 加 以 
说 明 。 


一 、1 鸣 菌 体 的 位 点 特异 性 整合 

当 4) 唆 菌 体感 染 大 肠 杆菌 以 后 ,其 DNA 首先 通过 cos 位 点 自我 环 化 。 随 后 , 叭 菌 体会 在 两 条 途 
径 中 做 出 选择 :一 条 是 裂解 途径 (lytic pathway), 另 一 条 是 溶 源 途 径 (lysogenic pathway)。 如 果 是 裂解 途 
径 , 叹 菌 体 就 会 在 较 短 的 时 间 内 大 量 复制 ,并 裂解 宿主 细胞 ; 如 果 是 溶 源 途 径 ,噬菌体 就 进入 原 噬 菌 体 
(prophage) 的 潜伏 状态 。 处 于 这 种 状态 的 鸣 菌 体 几 乎 关闭 所 有 基因 的 表达 (参看 第 四 十 二 章 “原核 生 
物 的 基因 表达 调控 ”)。 


要 进入 深 源 途径 ,1 DNA 必须 
通过 位 点 特异 性 重组 的 方式 整合 
到 大 肠 杆菌 的 染色 体 DNA 上 (图 
35-9)。 而 大 肠 杆菌 染色 体 本 来 就 有 
专门 的 位 点 供 其 整合 ,此 位 点 被 称 
为 附着 位 点 B(atiB)。auliB 只 有 30 
bp 长 ,中央 含 有 15 bp 的 保守 区 域 ， 
重组 反应 就 发 生 在 该 区 域 ,该 区 域 
通常 被 称 为 BOB' ,其 中 B 和 B' 分 别 表 示 细 菌 DNA 在 这 段 保 守 序 列 两 侧 的 臂 。 

噬菌体 的 重组 位 点 称 为 attP, 其 结构 较为 复杂 , 它 的 中 央 也 含有 与 atiB 一 样 的 15 bp 保守 序列 ,以 
POP' 表 示 ,P 和 了 分别 表示 两 侧 的 臂 。atP 两 辟 的 序列 非常 重要 ,因为 含有 一 系列 参与 重组 反应 的 蛋 
白质 的 结合 位 点 。 

1 喉 菌 体 整 合 需要 1 种 自身 编码 的 整合 酶 (integrase,Int) 和 !1 种 宿主 蛋白 , 即 整 合 宿主 因子 (ITHF )。 
两 种 蛋白 质 结合 在 P 臂 和 P 上 ,形成 一 种 复合 物 , 使 atP 和 atB 的 15 bp 序列 能 正确 地 并 置 在 一 起 。 
It 催化 了 重组 过 程 的 所 有 反应 ,包括 一 段 7 bp 长 的 分 又 迁移 。 

重组 的 结果 导致 了 整合 的 原 叹 菌 体 两 侧 成 为 两 个 附着 点 ,它们 的 结构 稍 有 不 同 , 左 边 的 at 碟 结构 





大 肠 杆菌 BOB 


侠 35-9 1) 噬菌体 的 位 点 特异 性 整合 
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为 BOP' ,右边 的 atR 结 构 是 POB' (图 35-10)。 

参与 位 点 特异 性 重组 反应 的 酶 有 一 类 属于 酷 氨 酸 重组 酶 家 族 。 这 一 类 重组 酶 通常 含有 2 个 保 
守 的 结构 域 ,具有 共同 的 反应 机 制 , 需 要 4 个 酶 分 子 同时 参与 , 链 交换 反应 涉及 在 识别 序列 交错 切 开 
(2 个 切 点 相距 6~8 bp)。 所 有 的 链 切 割 和 重 连接 反应 实际 上 是 系列 转 酯 反应 ,不 需要 ATP, 这 与 工 型 
DNA 拓扑 异 构 酶 十 分 相似 (图 35-11)。 

整个 反应 共 分 为 4 步 :由 有 2 个 酶 分 子 各 自 通过 活性 中 心 的 Tyr 残 基 上 的 羟基 , 亲 核 进攻 识别 序 
列 上 的 1 个 磷酸 二 酯 键 , 导 致 2 个 DNA 分 子 各 有 1 条 链 在 识别 序列 内 特定 的 位 点 被 切 开 , 形 成 $- 磷 
酸 和 3'- 羟基 ,其 中 $'- 磷酸 与 Tyr 残 基 上 的 羟基 以 磷酸 酯 键 相 连 ;@ 两 个 切 点 之 间 发 生 转 酯 反应 ,有 
一 个 切 点 上 的 3'- 产 基 亲 核 进攻 另 一 个 切 点 上 的 磷酸 酷 氨 酸 酯 键 ,重新 形成 3 ,5 - 磷酸 二 酯 键 ,如 此 
形成 Holliday 结构 ;@) 在 短暂 的 分 又 迁移 后 ,另外 两 个 酶 分 子 在 2 个 DNA 分 子 上 的 另 一 条 链 上 产生 切 

反应 同 @;(4) 反 应 同 @。 


(1) 整合 时 的 切 点 (2) 切除 时 的 切 点 
V Y 
慎重 SocTTTITATACTAA 和 本 TTTATACTAR 于 
EPEcReRERR B ea 
IceAAAAAATAIG ATT CGAAAAAATATG 了 Eu 
人 号 


EC 1 TTTATACTAA 全 ccTTT 号 
B B， p B 
ETYYYYYTEIO IIKTD CGAAAAAAATATG 
人 下 二 


35-10 入 叭 菌 体 重组 整合 或 切除 时 切 点 的 序列 
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35-11 栈 氮 酸 重组 酶 的 作用 机 制 (Topo 表示 DNA 拓扑 异 构 酶 ,Int 表示 整合 酶 ) 
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《35/ 

1 噬菌体 DNA 从 宿主 染色 体 中 的 切除 ,除了 需要 2 种 自身 编码 的 蛋白 质 nt 和 Xis 以 外 ,还 需要 禾 菌 体 DNA 整 

几 种 细 苗 蛋白 (THF 和 Fis 蛋白 ) 的 参与 。Xis 是 一 种 切除 酶 (exeisionase)。 所 有 这 些 蛋白 质 都 是 与 al 下 下 和 和 本科 用 和 人 
和 uiR 上 P 臂 和 已 臂 结合, 形成 一 种 复合 物 , 致 使 auL 和 auR 上 的 15 bp 保守 序列 正确 地 排列 ,从 而 


有 利于 原 鸣 菌 体 的 释放 。 


二 、 鼠 伤寒 沙门 氏 菌 鞭毛 抗原 的 转换 
鼠 伤 寒 沙门 氏 菌 (salmonella ophimurium) 的 覃 毛 由 HI 或 H2 鞭毛 蛋白 组 成 ,但 在 一 个 特定 的 细 
胞 内 只 有 一 种 鞭毛 蛋白 表达 。 表 达 一 种 丰 毛 蛋白 的 细胞 偶然 会 转变 为 表达 另外 一 种 鞭毛 蛋白 的 细胞 
(LIM1 000), 这 种 现象 被 称 为 相 变 (phase variation)。 
相 变 的 发 生 由 位 点 特异 性 倒 位 (site-specific inversion) 控制 (图 35-12), 并 无 遗传 信息 的 丢弃 , 仅 若是 m1 基 因 缺 
仅 是 通过 倒 位 改变 基因 的 方向 ,致使 HI 和 H2 只 能 表达 一 种 。 在 一 种 方向 ,H2 操纵 子 能 同时 转录 H2 。 全 交 全 人 双 刘 化 
和 夸 1, 而 沪 ] 基因 编码 的 是 一 种 抑制 H1 转录 的 阻 过 蛋白 ,于 是 H2 表达 ,HIl 就 不 能 表达 。 然 而 ,ji 
基因 编码 的 是 重组 酶 ,每 隔 一 定时 间 它 就 催化 位 点 特异 性 倒 位 ,导致 H2 启动 子 离开 H2 操 纵 子 。 结 果 ， 
H2 和 Rhl 均 不 能 表达 ,Hl 却 能 够 表达 。 








H2 鞭 毛 阻 遏 
白 蛋白 
重组 了 GO 9 一 一 一 
基因 PP 
>-E | BO 一 一 {) 盏 一 
启动 子 HI1 不 表达 
倒 位 
H2 或 阻 遇 蛋白 不 表达 
一 





35-12 ” 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 鞭 毛 抗原 的 转换 


第 三 节 ” 转 座 重组 


转 座 重 组 是 指 DNA 上 的 核 苷 酸 序 列 从 一 个 位 置 转 位 或 跳跃 到 另外 一 个 位 置 的 现象 ,在 原核 生物 
和 真 核 生 物 的 基因 组 内 均 可 以 发 生 , 发 生 转 位 或 跳跃 的 核 苷 酸 序列 被 称 为 转 座 子 (transposon)。 与 同 
源 重 组 和 位 点 特异 性 重组 不 同 的 是 , 转 座 子 的 靶 点 与 转 座 子 并 不 存在 序列 的 同 源 性 。 接 受 转 座 子 的 
部 位 点 可 能 是 随机 的 ,也 可 能 具有 一 定 的 倾向 性 。 

最 新 的 DNA 序列 分 析 表 明 , 人 、 小 鼠 和 水 稳 的 基因 组 约 有 40% 序列 是 由 转 座 子 衍生 而 来 ,而 低 等 
的 真 核 生物 和 细菌 内 的 比例 较 小 , 占 1%~5%。 这 说 明 转 座 子 在 从 细菌 到 人 类 的 基因 和 基因 组 进化 过 
程 中 曾 发 挥 过 重要 的 作用 。 转 座 子 的 插入 既 可 能 导致 基因 的 失 活 , 也 可 能 导致 基因 的 激活 ,这 与 插入 
的 位 置 有 关 。 转 座 事件 也 可 能 导致 基因 组 内 的 核 苷 酸 序 列 发 生 转移 、 缺 失 \ 倒 位 或 重复 。 

此 外 , 转 座 子 本 身 还 可 作为 细胞 内 同 源 重 组 系统 的 底 物 ,原因 是 在 1 个 基因 组 内 ,2 个 拷贝 的 同一 
种 转 座 子 提供 了 同 源 重组 所 需要 的 同 源 序列 。 两 个 转 座 子 之 间 发 生 的 同 源 重组 又 可 导致 缺失 、 插 人 、 
倒 位 和 移 位 。 
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一 、 原 核 生 物 的 转 座 

早 在 20 世 纪 30 年 代 后 期 ,人 们 
就 在 大 肠 杆 菌 内 发 现 转 座 现象 。 首 先 (上 ) 第 一 类 转 座 子 
被 发 现 的 转 座 子 是 插入 序列 (inserion Eeee | 本 
seqduence,JS), 它 能 够 在 DNA 不 同 的 位 置 (2) 第 二 类 转 座 子 
之 间 进 行 转移 ,从 一 个 位 点 插入 到 另 一 个 
位 点 ,导致 插 人 点 (破位 点 ) 的 基因 ,以 及 。 4) 第 二 类 转 座 子 抗 征 雪 或 此 
和 插 和 人 点 基因 在 同一 个 操纵 子 内 、 但 位 于 “wpA 毒性 抗 性 基因 ARL 
插入 点 基因 下 游 的 基因 表达 受阻 这 种 “上 二 
效应 被 称 为 极 性 效应 (polar effect)。 

到 现在 为 止 ,已 在 细菌 体内 发 现 4 类 
转 座 子 (图 35-13), 下 面 分 别 加 以 讨论 。 

() 第 一 类 转 座 子 即 插入 序列 ， 

一 类 转 座 子 所 具有 的 性 质 包括 :四 较 

小 ,长 度 一 般 在 700~1 800 bp;@) 绝 大 多 
数 两 端 含有 10~40 bp 长 的 反 向 重复 序列 (inverted repeat， In);@ 通 常 内 部 只 4 有 一 个 基因 inpA 来 编码 催 
化 转 位 反应 的 转 座 酶 (transposase,Tnp), 而 没有 任何 抗生素 或 其 他 毒性 抗 性 基因 ;@ 田 通过“* 剪 切 ”和 " 粘 
贴 ” 的 方式 进行 转 座 , 转 座 结 束 后 可 导致 插入 点 序列 倍增 ;@ 有 少数 全 (如 IS91) 没有 明显 的 骸 , 通 过 
滚 环 复制 与 粘贴 的 方式 进行 转 座 。 

(2) 第 二 类 转 座 子 “又 称 为 复杂 型 转 座 子 (complex transposon), 它 们 具有 如 下 特征 : 〇 长 度 较 长 ， 
为 2.5~20 kb;@) 两 侧 含有 较 长 的 反 向 重复 序列 (35~40 bp);@ 内 部 含有 一 个 或 几 个 结构 基因 ,常见 的 结 
构 基 因 有 转 座 酶 基因 inpA、 解 离 酶 基因 inpR 和 抗生素 抗 性 基因 ;@ 图 转 座 完成 以 后 可 导致 约 5 bp 长 的 
划 位 点 序列 倍增 ,从 而 在 转 座 子 两 侧 产生 直接 重复 序列 。 

(3) 第 三 类 转 座 子 ”又 称 为 复合 型 转 座 子 (composite transposon), 由 2 个 IS 和 1 有 段 带 有 抗生素 抗 
性 或 其 他 毒性 抗 性 的 间 搬 序列 组 合 而 成 ,其 中 的 2 个 共 位 于 转 座 子 的 两 侧 ,相互 间 的 方向 可 能 相反 ， 
也 可 能 一 致 。 每 一 个 本 带 有 转 座 酶 ,可 以 独立 地 转 位 ,也 可 以 与 间 插 序 列 一 起 ,作为 一 个 整体 进行 集 
体 转移 。 

(4) 第 四 类 转 座 子 “这 一 类 转 座 子 以 大 肠 杆 菌 的 Mu 噬菌体 (bacteriophage Mu) 为 代表 。Mnu 叭 菌 
体 是 一 种 温和 性 叭 菌 体 , 其 DNA 为 线性 双 链 ,长 度 约 为 38 kb ,两 侧 无 反 向 重复 序列 ,基因 组 有 20 多 
个 基因 ,但 只 有 4 基因 (编码 转 座 酶 ) 和 中 基因 (与 复制 和 转 座 有 关 ) 与 转 座 有 关联 。 在 转 座 的 过 程 中 ， 
可 引起 靶 位 点 序列 倍增 。 在 溶 源 状 态 下 , 它 能 在 宿主 DNA 的 不 同位 置 间 随 机 转移 。 由 于 Mu 转移 的 
部 位 点 不 固定 ,很 容易 诱发 宿主 细胞 发 生 各 种 突变 ,其 名 称 与 它 的 诱 变 子 (mutator) 角色 有 关 。 





图 35-13 细菌 4 类 转 座 子 的 结 二 构 


二 、 真 核 生物 的 转 座 

真 核 生物 的 转 座 现象 最 先 由 美国 遗传 学 家 Barbara MeClintock 在 玉米 中 发 现 ( 详 见 本 章 科学 故事 )。 
现 已 明确 , 转 座 事件 是 发 生 在 真 核 生物 基因 组 内 的 普遍 现象 ,各 式 各 样 的 真 核 转 座 子 已 得 以 阐明 。 真 
核 转 座 子 与 原核 转 座 子 有 很 多 共同 的 性 质 , 但 也 存在 一 些 显著 的 差别 ,差别 主要 反映 在 转 座 的 机 制 
上 ,集中 在 两 个 方面 :中 真 核 生物 转 座 过 程 中 的 剪 切 和 插入 是 分 开 进行 的 ;@ 很 多 转 座 子 的 复制 通过 
RNA 中 间 物 来 进行 。 

虽然 目前 还 没有 像 原 核 生 物 那 样 的 分 类 方法 ,但 根据 转 座 的 机 理 ,可 将 真 核 生 物 的 转 座 子 分 为 2 
类 :第 一 类 是 逆转 座 子 (retrotransposons), 其 转 座 过 程 是 DNA 一 RNA 一 DNA, 需 要 RNA 中 间 体 ;第 二 
类 是 DNA 转 座 子 ,其 转 座 过 程 是 DNA 一 DNA, 无 RNA 中 间 体 。 


DNA 转 座 子 又 分 为 复制 型 DNA 转 座 子 (DNA transposon that transpose replicatively) 和 保留 型 DNA 
转 座 子 (DNA transposon that transpose conservatively), 其 中 ,复制 型 在 转 位 前 后 , 原 位 置 上 的 拷贝 仍然 
存在 ,只 是 通过 “复制 "和 “粘贴 ”的 方式 ,复制 一 份 到 新 的 位 点 ;而 保留 型 在 转 座 中 ,原来 的 拷贝 被 “ 剪 
切 ” 后 “粘贴 到 新 的 位 点 , 即 原来 的 拷贝 被 原封 不 动 地 保留 并 转移 到 新 的 位 点 。 

每 一 类 转 座 子 都 有 自主 型 (autonomous) 和 非 自主 型 (non-autonomous)。 自 主 型 转 座 子 的 内 部 含有 
可 读 框 ,自身 编码 转 座 所 必需 的 酶 或 蛋白 质 ; 非 自主 型 转 座 子 缺 乏 足 够 的 编码 能 力 , 却 保 留 了 转 座 所 
必需 的 顺 式 元 件 , 在 合适 的 自主 型 转 座 子 编码 的 转 座 酶 的 作用 下 ,它们 也 可 以 进行 转 座 。 

(一 ) 复制 型 DNA 转 座 子 

这 一 类 转 座 子 通称 为 Helitron ,通过 滚 环 复 制 的 方式 进行 复制 ,然后 再 粘贴 到 新 的 位 点 。 与 其 他 大 
多 数 转 座 子 不 同 的 是 :Helitron 的 两 端 并 没有 反 向 重复 序列 ,在 转 座 以 后 ,也 不 会 导致 半 位 点 序列 倍增 ， 
但 是 ,Helitron 的 序列 总 是 以 $-TC 开始 ,3'-CTRR (R 表示 味 叭 碱 基 ) 结束 (图 33-14)。 此 外 在 CTRR 
序列 的 上 游 , 有 一 段 16~20 nt 的 回 文 序列 可 形成 发 夹 结构 ,但 回 文 序 列 本 身 并 无 保守 性 。Helitron 编 
码 的 蛋白 质 含 有 5 一 3' 解 链 酶 .核酸 酶 和 连接 酶 的 结构 域 , 其 英文 名 称 部 分 来 自 于 解 链 酶 Helicase 的 
前 几 个 字母 。 





图 35-! 14 Helitron 转 座 了 的 结 站 构 


(二 ) 保留 型 DNA 转 座 子 
真 核 生物 绝 大 多 数 DNA 转 座 子 属于 这 一 类 ,例如 玉米 的 4c-ps 系统 和 果 蝇 的 已 元 件 (P element)。 
(GD) 玉米 的 4c- 记 系统 MeClintock 在 玉米 基因 组 发 现 的 4c- 六 系统 是 最 有 代表 性 的 例子 (图 
35-15)。4c 代表 激活 元 件 (activator element), 属 于 自主 型 , 带 有 全 功能 的 转 座 酶 基因 ;zx 代表 解 离 元 件 
(dissociation element), 属于 非 自 主 型 , 带 有 缺失 的 转 座 酶 基因 ,由 4c 突变 而 来 -4c 和 之 间 关 系 密切 ， 
一 “ 主 ” 一 " 仆 ” ,ms 单独 存在 不 能 移 位 ,因为 它 不 





CD 区 色 村 用 能 合成 转 座 酶 。 同 一 个 细胞 内 ,必须 有 4c 的 存在 ， 
ET 到 由 7 才 会 移动 。 

表达 色素 产物 如 果 4c 或 访 插 入 到 玉米 种 子 的 紫色 色素 基 

人 能 转 座 到 C 因 C 的 内 部 ,紫色 色素 基因 就 会 被 关闭 ,使 玉米 籽 


人 粒 不 能 产生 紫色 色素 而 成 为 白色 ;如 果 记 从 C 内 


部 跳 开 ,C 所 受 的 抑制 作用 就 会 被 解除 ,玉米 籽粒 
又 变 成 紫色 。4c 和 户 跳动 得 如 此 之 快 ,使 得 受 它 





C 基因 们 控制 的 颜色 基因 时 关 时 开 , 于 是 一 些 玉米 籽粒 
(3) 斑点 籽粒 
在 籽粒 发 育 过 程 中 , 某 些 细胞 内 Ps 全 出 现 了 得 班 点 点 。 
人 (2) 果 蝇 的 尸 元 件 完整 的 尸 元 件 长 2.9 Kb， 


两 端 含有 31 bp 的 反 向 重复 序列 ,内 部 含有 4 个 
可 读 框 。 由 于 它 的 转 座 酶 基因 的 表达 通常 被 抑制 ， 
因此 ,对 果 蝇 造成 的 危害 甚 小 。 然 而 , 当 含有 尸 元 
件 的 雄 果 蝇 与 缺乏 已 元 件 的 肉 果 蝇 交 配 的 时 候 ， 
生殖 细胞 内 转 座 酶 基因 的 表达 就 会 被 激活 ,从 而 





正常 的 C 基 因 时 


35-15 玉米 的 Ac-Ds 系统 
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(5 


“水 手 ” 元 件 和 
MITE 


你 如 何 设计 一 个 实 
验 ,确定 一 个 转 座 子 是 不 是 
逆转 座 子 ? 
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带 有 逆转 座 子 的 供 体 DNA 





后 代 。 。。。。。。。。。。。 有 闻 转 座 了 的 供 DNA 
除了 玉米 的 4e- 庆 系统 2 
和 果 蝇 的 尸 元 件 以 外 ,人 们 还 演 本 贡 
发 现 了 "水 手 ” 元 件 (mariner 
element) 和 MI77(miniature RNA CE 和 ] 
| 记 因 录 本 
inverted-repeat transposable 


element)。 其 中 "水手 ” 元件 广 
泛 存 在 于 一 系列 生物 体内 ,而 
MI17 正 最 先 被 发 现在 水 稻 、 线 
虫 体内 。 

(三 ) 逆转 座 子 

逆转 座 子 在 真 核 生物 的 
基因 组 中 占 很 高 的 比例 , 它 在 
结构 性 质 和 转 位 的 方式 上 与 
逆转 录 病 毒 的 复制 很 相似 (图 
35-16)。 首 先是 DNA 转录 为 RNA 中 间 物 ,然后 RNA 中 间 物 被 道 转录 成 双 链 DNA ,最 后 , 双 链 DNA 
在 新 的 位 点 整合 到 基因 组 DNA 上 。 因 此 ,在 某 种 意义 上 ,逆转 座 子 可 视 为 有 缺陷 的 逆转 录 病 毒 。 

根据 两 端的 结构 ,逆转 座 子 可 进一步 分 为 LTR 逆转 座 子 和 非 LTR 逆转 座 子 (图 3$-17):LTR 逆转 
座 子 的 两 端 是 直接 的 长 未 端 重复 序列 (long terminal repeat,LTR); 非 LTR 逆转 座 子 没有 LTR 序列 ,但 
有 一 端 终止 于 1 小 段 重复 序列 (通常 是 poly A)。 无 论 是 哪 一 种 逆转 座 子 ,仍然 有 自主 型 和 非 自 主 型 之 
分 。 如 果 是 自主 型 的 ,其 内 部 就 含有 gag 基因 和 pol! 基因 ,但 缺乏 编码 外 壳 蛋 白 的 enz 基因 。pol 基因 
能 够 编码 蛋白 酶 .逆转 录 酶 、 核 糖 核 酸 酶 H 和 整合 酶 。 如 果 是 非 自 主 型 的 ,内 部 序列 大 小 会 变化 很 大 ， 
缺乏 大 多 数 或 者 全 部 编码 功能 。 





LTR 逆 转 座 子 非 LTR 逆 转 座 子 


一 


滞 、\ / RNA 
入 二 人 六 聚合 酶 
AN : 0 J 内 部 
人 人 


果 蝇 基因 组 上 的 copia 元 件 和 酵母 基因 组 上 的 Ty 元 件 属于 LTR 道 转 座 子 ,长 散布 核 元 件 (long 
interspersed nuclear element,LINE) 和 短 散 布 核 元 件 (short interspersed nuclear element,SINE) 属于 非 
LTR 逆转 座 子 。 

(1) 酵母 的 Ty 元 件 Ty 元 件 是 被 研究 的 最 为 详尽 的 一 种 LTR 逆转 座 子 ,在 单 倍 体 的 酵母 细胞 中 
约 有 35 个 拷贝 ,散布 在 各 个 染色 体 DNA 上 ,其 LTR 长 度 约 为 330 bp。Ty 元 件 的 转 座 效率 很 低 ,平均 
10 世代 才 会 发 生 1 次 。 

Ty 元 件 可 分 为 6 大 家 族 ,但 只 有 Ty1、Ty2、Ty3 和 Ty917 具有 转录 的 活性 。 它 们 转录 出 来 的 
mRNA 可 占 到 单 倍 体 酵母 细胞 总 mRNA 的 5% 以 上 。 具 有 转录 活性 的 Ty 元 件 内 部 含有 有 活性 的 ty74 


(相当 于 gag) 基因 和 xyB (相当 于 po1) 基因 ,分 别 编码 一 种 DNA 结合 蛋白 和 逆转 录 酶 ,属于 自主 型 的 道 
转 座 子 。 但 由 于 缺乏 编码 外 壳 蛋 白 的 enz 基因 ,因此 ,它们 在 细胞 内 并 不 能 装配 成 具有 感染 性 的 病毒 
颗粒 ,但 能 够 形成 类 似 于 病毒 的 颗粒 。 

(2) 果 晶 的 copia 元 件 ” 果 晶 的 copia 元 件 与 酵母 的 Ty 元 件 结构 相似 ,其 长 度 约 为 $.1 kh ,每 一 个 
基因 组 有 20~60 个 拷贝 ,散布 在 各 染色 体 DNA 上 ,其 LTR 的 长 度 为 276 bp。 每 一 个 copia 的 内 部 含有 
单一 的 长 可 读 框 ,编码 一 种 多 聚 蛋白 质 ,里 面 含有 整合 酶 .逆转 录 酶 和 一 种 DNA 结合 蛋白 ,它们 在 果 
晶 细 胞 中 也 能 形成 类 似 于 病毒 的 颗粒 ,但 并 无 传染 性 。 

copia 元 件 的 转 座 效 率 为 10~10 世代 发 生 一 次 , 它 在 转 座 中 可 导致 靶 位 点 上 的 5 bp 序列 发 生 
倍增 。 

(3) LINE 人 类 基因 组 并 没有 类 似 于 Ty 或 copia 元 件 的 LTR 道 转 座 子 ,但 却 发 现 了 大 量 缺 乏 
LTR 的 LINE。LINE 散布 在 人 类 基因 组 DNA 上 , 约 占 全 部 基因 组 DNA 总 量 的 21%。LINE 也 广泛 存 
在 于 其 他 哺乳 动物 的 基因 组 中 。 

人 LINE 的 主要 形式 是 LINE-1(L1), 其 长 度 在 1~6 Kb ,次 要 的 形式 为 LINE-2(L2)。 完 整 的 L1 全 
长 为 6.5Kb, 含 有 2 个 可 读 框 ,有 一 个 相当 于 逆转 录 病 毒 的 gag 基因 ,编码 一 种 DNA 结合 蛋白 , 另 一 个 
编码 逆转 录 酶 。 

在 人 类 基因 组 上 ,具有 转录 和 翻译 活性 的 完整 的 LINE-1 并 不 多 ,大 概 有 50 多 个 , 绝 大 多 数 都 是 
长 度 不 等 的 缺失 性 变 体 ,已 丧失 了 功能 的 基因 。 

LI-DNA 的 转录 终止 不 是 很 准确 ,转录 的 时 候 偶尔 会 多 转录 一 些 下 游 的 碱 基 序 列 ,有 时 又 会 提前 
终止 而 少 转录 一 段 序列 。 这 两 种 转录 产物 经 逆转 录 以 后 ,产生 的 将 是 加 长 或 截 短 的 L1 序列 ,这 就 是 
L1 序列 不 均一 的 原因 ,其 中 被 截 短 的 L1 很 可 能 是 没有 功能 的 。 有 时 ,LI-RNA 翻译 出 来 的 酶 活性 偶 
尔 将 细胞 内 其 他 基因 的 mRNA 逆转 录 成 cDNA ,并 将 它们 整合 到 基因 组 DNA 上 而 产生 无 功能 的 假 基 
因 。 通 过 这 种 手段 产生 的 假 基因 既 缺 乏 正 常 基因 具有 的 内 含 子 , 又 少 了 基因 转录 所 必需 的 启动 子 和 
其 他 调控 序列 ,因此 不 能 表达 。 

(4) SINE ”人 类 基因 组 含有 一 百 多 万 个 拷贝 的 SINE ,大 概 占 基因 组 总 量 的 10%。 它 们 散布 在 各 
个 染色 体 DNA 上 ,在 靠近 $' 端 ,含有 RNA 聚合 酶 亚 所 识别 的 内 部 启动 子 序列 。 绝 大 多 数 SINE 属于 


框 35-1 生化 趣事 一 一 堆 偷 走 了 人 的 DNA ? 

如 果 一 个 人 细胞 与 一 个 细菌 细胞 进行 “闪电 约会 "的话 ,它们 绝 不 会 相互 交换 各 自 的 遗传 信息 。 用 更 
严格 的 科学 术语 来 描述 ,就 是 在 人 和 细菌 之 间 不 可 能 发 生 DNA 的 直接 转移 。 然 而 ,到 了 2011 年 2 月 ,这 
种 禁忌 似乎 已 被 打破 。 来 自 美国 西北 大 学 的 研究 人 员 首 次 发 现 ,人 类 的 一 段 DNA 序列 竟然 已 经 跑 到 一 
些 淋 球菌 (Neisseria gonorrhoeae) 的 基因 组 里 了 。 淋 球菌 是 导致 人 性 病 一 一 淋病 的 罪魁 祸首 ,其 主要 存在 
于 生殖 器 官 。 这 种 人 类 历史 上 最 古老 的 疾病 之 一 在 《圣经 》 中 就 有 记载 。 据 估计 ,全 球 有 五 千 多 万 人 染 有 
淋病 ,治疗 的 方法 是 使 用 抗生素 ,但 在 过 去 的 40 多 年 中 ,许多 抗生素 已 经 陆续 失效 。 

Mark T Anderson 在 对 临床 上 分 离 出 来 的 淋 球 菌 进 行 基 因 组 序列 分 析 的 时 候 , 在 15 例 中 分 离 到 3 例 
中 含有 一 段 与 人 类 LI-DNA 相同 的 序列 。 含 有 这 种 LI1-DNA 的 淋 球 菌 约 占 淋 球菌 分 离 物 的 11%。 而 在 
与 淋 球 菌 亲 缘 关 系 十 分 密切 的 脑膜 炎 球菌 (Neisseria meningitidis) 中 ,并 没有 发 现 人 类 的 DNA。 这 说 明 ， 
人 类 DNA 转移 到 淋 球 菌 是 近期 发 生 的 事件 。 

一 种 细菌 能 从 宿主 中 获取 遗传 信息 ,这 在 进化 上 的 意义 非 同 寻常 。 那 些 得 到 人 类 DNA 的 淋 球 菌 可 
能 会 变 成 新 的 菌株 。 但 这 是 否 会 给 这 些 细 菌 提供 某 种 好 处 尚 不 得 而 知 。 众 所 周知 ,不 同 的 细菌 之 间 , 以 及 
细菌 和 酵母 之 间 可 直接 发 生 基因 转移 。 现 在 发 现 人 类 的 DNA 被 转移 到 细菌 内 ,这 听 起 来 有 点 匪夷所思 。 
至 于 其 中 的 机 制 还 不 清楚 。 





全 





(5 


这 些 转 座 酶 分 子 中 
的 D、E、Y 和 SS 各 代表 什么 
氨基 酸 残 基 ? 
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Alu 家 族 或 Alu 序列 。 

Alu 家 族 具 有 以 下 特征 :通常 含有 限制 性 内 切 酶 4 工 (识别 序列 为 AGCT) 的 切 点 ,这 是 Alu 序 
列 名 称 的 由 来 ;@) 长 度 为 130~300 bp, 属 于 高 度 重 复 序列 ;G) 散 布 于 灵 长 类 和 鼠 类 的 基因 组 DNA 之 中 ， 
人 类 的 基因 组 中 有 70 万 ~100 万 的 Alu 序列 , 约 占 人 类 基因 组 全 序列 的 5%;@ 全 两 端 是 7~21 bp 的 直接 
重复 序列 ,长 度 随 种 类 而 异 ;@@ 许 多 不 同 的 Alu 序列 已 得 到 分 离 和 测序 ,结果 表明 约 有 80% 的 序列 保 
守 性 ;GO Alu 序列 一 般 存在 于 基因 之 间 和 基因 的 内 含 子 之 中 ;CD) Alu-RNA 不 会 翻译 出 蛋白 质 。 

SINE 内 部 含有 可 被 RNA 聚合 酶 亚 识别 的 启动 子 , 因 此 可 以 在 RNA 聚合 酶 亚 催 化 下 进行 转录 ,但 
并 不 编码 逆转 录 酶 和 整合 酶 , 故 只 能 依赖 于 自主 型 的 L1 进行 逆转 录 和 整合 。 


三 、 转 座 的 分 子 机 制 

由 于 转 座 酶 是 参与 转 座 子 转 位 的 主要 酶 ,因此 ,在 详细 阐述 转 座 的 分 子 机 制 之 前 有 必要 对 几 种 转 
座 酶 的 结构 与 功能 做 简单 介绍 。 

到 目前 为 止 ,已 发 现 5 类 转 座 酶 :DOD DDE- 转 座 酶 ,这 一 类 转 座 酶 含有 高 度 保守 的 三 联 体 氨基 酸 
残 基 , 即 D.D 和 了 ,这 三 个 氨基 酸 残 基 是 参与 催化 的 2 价 金 属 离子 (主要 是 Mg”) 与 酶 分 子 的 配 位 结合 
所 必需 的 ;@) Y2- 转 座 酶 ,活性 中 心 有 2 个 YY 残 基 参 与 催化 ;BY- 转 座 酶 ,活性 中 心 只 有 1 个 了 残 基 
参与 催化 ;四 S- 转 座 酶 ,活性 中 心 的 S 残 基 参 与 催化 ;@) RT/En- 转 座 酶 ,由 逆转 录 酶 和 内 切 酶 组 合 而 
成 。 这 5 类 酶 具有 不 同 的 催化 机 制 来 调节 DNA 链 的 断裂 和 重新 连接 。 有 的 转 座 子 使 用 * 剪 切 ” 和 粘 
贴 ” 的 机 制 ,有 的 则 使 用 "复制 "和 "粘贴 ” 的 机 制 ; 有 的 使 用 RNA 中 间 体 ,需要 逆转 录 酶 ,有 的 则 不 经 
过 RNA 中 间 体 ;有 的 是 “ 剪 切 "或 "复制 与 “粘贴 分 开 , 有 的 则 是 同时 进行 。 但 一 般 可 以 将 转 座机 制 
分 为 两 种 类 型 :一 种 是 “ 剪 切 ”和 “粘贴 ” 机制 (cut-and-paste mechanism), 另 外 一 种 是 “复制 ”和 “粘贴 ” 
机 制 (copy-and-paste mechanism)。 

4)“ 剪 切 ” 和 ”粘贴 > 机制” 这 种 机 制 只 是 将 起 始 位 点 上 的 转 座 子 “ 剪 切 ”下 来 ,然后 再 “粘贴 ”到 
新 的 靶 位 点 上 去 。 显 然 ,在 转 座 完成 以 后 ,起 始 位 点 上 的 转 座 子 序列 已 不 复 存 在 。 参 与 此 种 转 座机 制 
的 转 座 酶 主要 是 DDE- 转 座 酶 。 使 用 此 种 机 制 进行 转 位 的 转 座 子 有 :IS10、IS50、P 元 件 、Ac/Ds 元 件 和 
“水 手 ” 元件 等 。 


靶 位 点 上 。 显 然 ,在 转 座 完 成 以 后 ,起 始 位 点 上 的 转 座 子 序列 依然 存在 。 转 座 子 的 复制 有 两 种 方式 ， 
一 种 不 需要 RNA 中 间 物 , 另 一 种 则 需要 RNA 中 间 物 。 


四 、 转 座 重 组 的 调节 

细胞 内 转 座 子 的 活性 一 般 都 维持 在 很 低 的 水 平 , 这 是 因为 转 座 酶 的 活性 受到 严格 的 调控 ,以 免 伤 
害 宿 主 细胞 。 调 控 可 以 在 以 下 几 个 水 平 上 进行 : 

(4) 转录 水 平 ”一般 阅 来 , 转 座 酶 的 启动 子 是 弱 启 动 子 ,因此 , 转 座 酶 的 转录 效率 本 来 就 低 ; 其 次 ， 
它 的 启动 子 通常 有 部 分 序列 位 于 末端 重复 序列 之 中 , 这 使 得 转 座 酶 能 够 与 自身 的 启动 子 序列 结合 进 
行 自体 调控 ,从 而 使 转录 的 活性 降低 ;再 者 ,许多 转 座 子 内 部 含有 抑制 转录 活性 的 5- 甲 基 胞 喀 啶 ;此 
外 , 某 些 转 座 酶 还 受到 阻 遇 蛋 白 或 反 义 RNA 的 负 调控 。 

(2) 翻译 水 平 ” 某 些 转 座 子 mRNA 翻译 的 起 始 信号 隐蔽 在 特殊 的 二 级 结构 之 中 ,这 使 得 它 的 起 始 
密码 子 难以 被 核糖 体 识别 ,从 而 降低 了 它 的 翻译 效率 ;此 外 ,还 可 以 通过 翻译 水 平 上 的 移 框 来 减弱 转 
座 酶 的 翻译 。 

(3) 转 座 酶 本 身 的 稳定 性 ”许多 转 座 酶 的 稳定 性 很 差 ,很 容易 被 宿主 细胞 的 蛋白 酶 降解 ,这 在 一 
定 程 度 上 降低 了 转 座 酶 的 活性 。 

(4) 转 座 酶 活性 的 顺 式 调节 已 发 现 某 些 转 座 酶 对 表达 它 的 转 座 子 或 邻近 的 转 座 子 的 活性 高 ,而 





对 其 他 位 点 上 的 同一 种 转 座 子 的 活性 很 低 , 这 就 限制 了 它 对 其 他 位 点 转 座 事件 的 影响 。 
(5) 宿主 因素 的 影响 ” 转 座 酶 的 活性 经 常 受到 宿主 细胞 内 多 种 因子 的 调节 ,如 DNA 伴侣 蛋白 
(DNA chaperone)IHF .HU 和 DnaA 蛋白 等 。 


框 35-2 ”生化 突破 一 一 睡 美人 转 座 子 的 复活 

2009 年 ,国际 分 子 和 细胞 生物 学 及 生物 技术 方案 和 了 研究 协会 (LSMCBBPR ) 将 睡 美 人 (sleeping beauty， 
SB) 转 座 子 / 转 座 酶 SB100X 评 为 当年 的 年 度 分 子 。 此 转 座 系 统 已 经 失 活 了 一 干 多 万 年 。1997 年 ,美国 
明尼苏达 大 学 的 Zoltan Ivics 等 人 根据 已 积累 的 多 种 同 家 族 转 座 子 的 系统 发 生 数据 ,利用 生物 信息 学 的 方 
法 ,对 其 进行 基因 重建 ,终于 “唤醒 ”了 其 转 座 活性 ,所 以 有 了 这 么 美丽 的 名 字 。 人 们 之 所 以 选择 它 , 是 因 
为 它 能 够 在 兰 椎 动物 内 实现 可 靠 . 稳 定 的 基因 转移 。 

我 们 已 经 知道 , 真 核 生物 基因 组 序列 的 很 大 部 分 是 由 转 座 子 衍生 而 来 。 以 人 基因 组 为 例 , 约 45% 的 
序列 来 源 于 转 座 子 。 但 是 , 绝 大 多 数 转 座 子 已 经 没有 活性 。 例 如 ,从 疹 椎 动物 基因 组 分 离 出 来 的 Tc1/ 水 
手 转 座 子 超 家 族 由 于 积累 了 大 量 突变 ,已 经 没有 活性 。 鱼 类 基因 组 中 的 TcE 就 是 其 中 的 一 个 亚 族 代表 。 

Ivics 等 人 复活 睡 美 人 转 座 子 的 基本 思路 是 : 先 重新 激活 转 座 酶 ,再 重建 能 被 激活 的 转 座 酶 识别 的 顺 
式 元 件 。 他 们 从 8 种 鱼 中 , 共 得 到 了 12 种 锋 鱼 类 TecE 的 部 分 序列 ,然后 从 中 确定 可 能 具有 功能 的 保守 性 
蛋白 质 和 DNA 序列 模 体 。 在 对 其 中 突变 了 的 转 座 酶 的 可 读 框 进 行 概念 翻译 分 析 后 ,他 们 发 现 有 5 个 区 
域 在 所 有 的 TcE 转 座 酶 中 是 高 度 保守 的 :一 个 是 靠近 N 端 肽 外 的 二 元 核定 位 信号 , 另 一 个 是 靠近 肽 链 中 
央 、 功 能 不 详 的 富 含 Gly 模 体 , 还 有 3 段位 于 C 端 肽 段 ,组 成 含有 DDE 的 催化 转 位 的 结构 域 。 多 重 序列 
比 对 显示 转 位 酶 编码 区 的 突变 随机 性 相当 高 。 

他 们 在 重新 激活 转 座 酶 的 过 程 中 , 先 根据 两 个 失 活 的 亚特兰大 三 文 鱼 (atlantic salmon) 的 TcEs 和 一 段 
彩虹 鳝 鱼 (rainbow trout 的 转 座 酶 的 序列 ,去 除 提 前 出 现 的 翻译 终止 密码 子 和 移 框 位 置 ,一 段 段 地 拼凑 出 
一 个 全 长 的 可 读 框 一 SB3 ,然后 进行 活性 测定 ,但 发 现 没有 活性 。 究 其 原因 ,是 由 于 发 生 了 非 同 义 的 核 
苷 酸 取代 突变 ,SB3 多 肽 与 转 座 酶 的 一 致 序列 有 24 个 位 置 不 一 样 ,其 中 9 个 在 假定 的 功能 结构 域内 。 于 是 ， 
他 们 在 这 个 功能 区 进行 了 系统 的 逐一 替换 ,最 后 终于 得 到 了 具有 活性 的 转 座 梅 。 这 种 被 复活 的 睡 美 人 转 
座 酶 能 在 鱼 类 `\ 小 鼠 和 人 类 细胞 中 ,以 底 物 特异 性 的 方式 ,结合 在 鱼 鱼 类 转 座 子 (salmonid transposon) 两 侧 
的 了 术 上 ,通过 ” 剪 切 - 粘贴 ” 的 方式 催化 转 位 。 


科学 故事 一 “跳跃 基因 ”的 发 现 

1983 年 的 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 被 授予 美国 遗传 学 家 Barbara McClintock。MecClintock 得 奖 的 时 候 
已 81 岁 高 龄 , 离 她 提出 “ 哑 跃 基因 ”假说 的 时 间 已 近 32 年 。 她 的 假说 长 时 间 遭 到 冷遇 甚至 奚落 ,其 前 期 
境遇 并 不 比 遗 传 学 的 开山 鼻祖 Meadel 好 多 少 。Mendel 在 修道 院 中 孤独 地 进行 若 豆 杂交 实验 ,通过 数学 
的 方法 ,整理 出 遗传 的 基本 定律 。 在 1865 年 ,他 就 完成 了 这 些 实验 ,但 一 直 等 到 1900 年 ,他 的 研究 结果 同 
时 被 3 位 科学 家 在 3 个 不 同 的 国度 再 度 发 现 后 才 被 肯定 。 而 MeClintack 花 了 近 50 年 的 时 光 在 其 狭窄 的 
研究 圈 里 ,陪伴 着 她 的 是 玉米 。 在 那 时候 很 多 研究 小 组 都 以 众 取胜 ,更 有 大 笔 经 费 。 但 她 却 连 一 个 研究 
助理 也 请 不 起 。 她 的 研究 一 直 很 少 受 到 人 们 的 注意 。 就 在 这 种 背景 下 ,她 发 现 了 玉米 有 跑 跃 基因 (4c 和 
访 ), 它 们 在 染色 体 上 可 随 情况 不 同 跳 来 跑 去 ,来 去 自如 。 这 些 基因 可 以 控制 或 调节 某 些 结构 基因 的 活性 。 
当 她 在 1951 年 发 表 她 的 研究 成 果 时 ,全 世界 大 约 只 有 密 密 数 名 遗传 学 家 能 了 解 她 的 研究 报告 。 

其 实在 20 世纪 30 年 代 ,MeClintock 对 现代 生物 学 就 有 了 卓越 贡献 ,她 是 第 一 个 将 观察 及 鉴别 玉米 染 
色 体 所 需 的 细胞 学 技术 发 展 成 功 的 学 者 ,从 而 证 明了 生物 在 形成 配子 时 在 染色 体 的 互 换 中 的 确 有 遗传 物 
质 交换 ,为 现代 细胞 遗传 学 的 发 展商 定 了 基础 ,而 跳跃 基因 则 是 她 后 半生 的 另 一 高 峰 。 
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美国 时 代 杂 志 曾 经 报导 ,MecClintock 自 幼 就 很 有 主见 。 她 在 17 岁 时 进入 Cornell 大 学 就 读 ,她 本 来 
想 主 修 植物 育种 ,但 是 由 于 该 专业 不 收 女生 而 改 读 植物 系 。1927 年 她 获得 植物 遗传 学 博士 学 位 ,由 此 与 
玉米 开始 了 漫长 的 罗曼 史 。 在 20 世纪 30 年 代 , 女 性 科学 家 是 没有 地 位 的 ,因此 她 毕业 以 后 像 一 个 皮球 一 
样 , 由 一 个 机 构 次 到 另 一 个 机 构 , 在 1942 年 甚至 失业 。 好 在 新 成 立 的 Carnegie Institution of Washington 接 
受 了 她 ,并 在 Cold Spring Harbor 遗传 实验 室 给 她 一 个 研究 员 的 职位 。 为 了 报答 知 遇 之 恩 , 她 在 那里 一 直 
工作 到 1992 年 病逝 。 

20 世纪 40 年 代 ,McGClintock 在 Cold Spring Harbor 发 现 了 玉米 基因 中 有 一 群 控 制 玉米 粒 糊 粉 层 颜 
色 的 突变 基因 ,能 从 突变 型 回复 成 自然 状态 的 野生 型 , 而 使 子粒 呈现 红色 斑点 。 这 个 结果 眼 她 的 同事 
M. Rhoades 的 发 现 十 分 类 似 ,Rhoades 发 现 玉米 粒 的 基因 中 有 一 对 黑色 的 纯 合 子 亲 代理 应 都 繁殖 出 黑色 
子 代 , 居 然 得 到 不 同 颜色 的 子 代 , 其 比率 为 全 黑 : 黑 点 : 无 色 = 12 :3 : 1。 

对 于 同样 的 结果 ,及 hoades 想到 , 玉米 应 有 两 个 影响 玉米 粒 颜色 的 基因 ,一 个 管 颜色 , 另 一 管 斑纹 。 当 
“斑点 基因 ”出 现时 ,无 色 的 突变 基因 恢复 成 有 颜色 的 形态 ,因此 玉米 粒 的 种 皮 显 现 斑纹 。 但 他 的 学 说 必 
须 有 两 个 重要 的 前 提 , 一 是 无 色 回复 突变 成 有 颜色 的 频率 要 很 高 ,二 是 这 种 回复 突变 必须 在 有 斑纹 基因 时 
方 能 发 生 。 但 是 MeGlintock 则 不 以 为 然 ,她 假设 除了 颜色 基因 外 另 有 两 个 基因 ,其 一 非常 靠近 颜色 基因 ， 
可 以 直接 控制 其 开 或 关 ; 另 一 位 于 染色 体 上 距离 稍 远 处 , 可 以 控制 第 一 个 基因 开关 的 速率 。MecClintock 
将 此 三 基因 命名 为 控制 元 件 ,以 别 于 结构 基因 。 她 的 假 阅 比 发 现 细菌 中 有 启动 子 和 阻 歇 蛋白 基因 的 Jacob 
和 Monod 足 足 时 了 十 多 年 。 

1956 年 ,MecClintock 将 有 关 的 跳 牙 基因 作 了 简要 的 阐述 ,她 认为 ,她 的 实验 结果 已 确定 这 些 元 件 都 存 
在 于 玉米 的 染色 体 上 ,她 对 这 些 控制 元 件 的 共同 特征 进行 了 总 结 :中 可 使 特定 的 基因 表达 受到 严格 的 调 
控 , 可 开 可 关 ;@) 它 们 可 在 染色 体 上 移动 ,也 可 在 不 同 染色 体 间 转 位 ;@) 它 们 可 以 自动 离 去 ,使 受 控 基 因 又 
回 到 本 来 面目 ;@@ 它 们 可 使 染色 体 断 裂 ,甚至 5 起 染色 体 的 移 位 重复 、 缺 失 与 倒 位 。 

由 于 MecClintock 所 持 的 “跳跃 基因 ”观点 并 不 被 当时 的 科学 界 认 可 ,因此 她 甚至 放弃 发 表 她 的 很 多 
研究 成 果 。 她 说 :无 人 要 读 它 , 发 表 何 用 ? ”然而 ,时 间 是 科学 真理 的 试金石 ,到 了 20 世纪 60 年 代 , 分 子 
遗传 学 家 开始 利用 新 的 方法 印证 了 她 的 发 现 。 后 来 发 展 出 来 的 基因 克隆 技术 将 MeClintock 在 30 年 前 发 
现 的 四 跃 基因 进行 了 详细 的 分 析 。 这 些 导致 她 的 假说 最 终 被 学 术 界 接纳 。 

4c- 闵 系统 被 研究 得 较为 详细 。4c 是 一 种 自主 调节 的 基因 , 当 它 转移 到 某 一 基因 附近 就 可 调节 该 基 
因 的 活性 。 同 时 4c 也 可 使 另 一 种 被 称 为 庐 的 基因 转移 ,结果 引起 染色 体 断 裂 及 异常 。z 可 插 人 玉米 的 
shrunen(Sj) 基 因 座 次 而 引起 哆 一 之 突变 。 位 于 鸣 基 因 座 次 的 基因 编码 的 是 蔗糖 合成 酶 。1982 年 ， 
B. Burr 与 FE. A, Burr 利用 野生 型 玉米 所 制造 的 蔗糖 合成 酶 mRNA 以 制备 cDNA, 作 为 哆 基因 座次 的 探 
针 以 寻找 zs 插 人 的 位 置 。 再 利用 各 种 限制 性 内 切 酶 将 六 元 件 切 下 来 ,并 就 较 大 的 DNA 加 以 分 析 。 甚 
结果 显示 , 纪 突 变型 内 的 六 基因 长 度 为 20~22 kb。 这 些 六 元 件 插 和 人 % 基因 后 就 可 引起 突变 。 由 此 推论 ， 
若 能 移 走 此 元 件 , 就 可 以 使 突变 型 (s 内 一 野生 型 (S)。MecClintock 曾 分 离 出 四 种 zx 诱发 的 突变 型 。 经 
分 析 , 两 个 突变 型 是 在 %% 基因 座次 靠近 转录 区 插入 了 约 20 kb 的 外 源 DNA, 而 另外 两 种 突变 型 则 在 吹 
基因 的 5 端 插 人 。 还 有 一 种 回复 突变 型 在 插入 的 DNA 分 子 上 发 生 了 很 大 的 重 排 ,导致 %% 基因 恢复 活性 。 

漫漫 长 夜 后 灿烂 的 黎明 终于 来 临 。 在 1980 年 后 ,名 利 如 雪 片 般 《来 ,让 MeClintock 应 接 不 眼 。1981 
年 ,她 荣获 拉 斯 克基 础 医学 研究 奖 (Albert Lasker Basic Medical Research Award) 和 以 色 列 颁发 的 Wolf 
Foundation 奖 。 同 年 被 推选 为 芝加哥 Mac Arthur Foundation 的 研究 员 , 终 其 一 生 每 年 可 获 免税 薪 休 6 万 
美元 ,而 最 高 的 奖项 应 该 是 1983 年 的 诺 贝尔 奖 。 

MecClintock 的 事迹 犹如 一 个 科学 界 的 神话 故事 ,这 位 扳 独 的 科学 家 长 久 在 隐 退 中 追寻 真理 ,她 的 发 
现 一 向 受到 忽视 ,直至 得 到 新 技术 和 新 手段 的 验证 。 而 诺 贝 尔 奖 不 过 再 度 肯 定 罢了 ,虽然 来 得 太 迟 了 


一 些 。 

为 什么 MeClintock 的 成 就 要 经 过 如 此 漫长 的 岁月 才 被 科学 界 肯 定 呢 ? 原因 是 这 个 观念 对 当时 的 
遗传 学 家 而 言 是 完全 陌生 ,而 当 她 发 表 时 ,根本 无 人 相信 。 英 国 爱丁堡 大 学 遗传 学 教授 分 上 表 说 :“ 有 两 个 
理由 可 以 说 明 她 的 遭遇 ,第 一 ,她 触犯 了 当时 生物 学 中 “染色 体 是 稳定 的 " 信条 。 第 二 ,她 太 和 急于 将 如 此 
复杂 的 证 据 表现 给 同行 ,以 致 他 们 完全 无 法 吸收 。 耸 肯 记得 ,在 1948 年 当 他 还 是 研究 生 时 第 一 次 遇见 
MecClintock ,她 立刻 非常 热切 地 疝 他 解释 这 个 发 现 ,而 且 似 乎 逢 人 便 如 此 。 受 到 大 家 的 交 视 而 得 不 到 认同 ， 
MecClintock 失望 极 了 ,从 此 她 退隐 且 沉 默 ,仿佛 缩 到 蜗 壳 中 ,但 仍 不 放弃 研究 。 


推荐 网 址 : 


多 
3. 


http :Wen.wikipedia.org/wiki/Homologous_recombination (维基 百科 有 关 同 源 重组 的 内 容 ) 

http :Wen.wikipedia.org/wiki/Site-specific_recombination (维基 百科 有 关 位 点 特异 性 重组 的 内 容 ) 
http:Wbioweb.wku.edu/courses/biol22000/16Recombination/default.html (美国 西 肯塔基 大 学 基础 分 子 生 
物 学 课程 有 关 重 组 的 内 容 ,内 有 小 测验 ) 

.http:/www-ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK26845/(NCBI 提供 的 在 线 细胞 分 子 生 物 学 教材 ,有 关 重 组 部 
分 的 内 容 ) 
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本 章 小 结 填 填 看 


DNA 复制 的 时 候 ， 
能 够 直接 插入 少量 U。 你 认 
为 ,DNA 转录 的 时 候 , 能 否 直 
接 插 入 少量 的 T? 为 什么 ? 


为 什么 机 体 可 以 容 
忍 转录 相对 低 的 忠实 性 ? 
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人 第 三 十 六 章 “DNA 转录 


DNA 是 生物 最 重要 的 遗传 物质 ,其 贮存 的 遗传 信息 决 











定 了 细胞 内 外 各 种 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 。 然 而 ,在 DNA 分 和 

子 中 ,以 A\GT 和 CC 4 种 碱 基 编 码 的 遗传 信息 并 不 能 直接 作 ee 转录 | 翻译 

为 合成 蛋白 质 的 模板 。 按 照 Francis Crick 于 1956 年 提出 的 ww 反 转 录 现 本 
“中 心 法 则 ”(central dogma) (图 36-1),DNA 首先 作为 模板 复制 复制 

指导 RNA 的 生物 合成 ,然后 再 由 RNA 直接 指导 蛋白质 的 生 反 转 录 病 毒 RNA 病 毒 


物 合成 。 这 种 以 DNA 作为 模板 合成 RNA 的 过 程 称 为 转录 
(Guanscription), 而 以 RNA 作为 模板 全 成 蛋白 质 的 过 程 称 为 翻 “全 36-1 分 了 生物 学 的 中心 法 轨 
译 (translation)。 转 录 和 翻译 统称 为 基因 表达 (gene expression)。 

细胞 主要 含有 3 种 RNA, 即 rRNA,tRNA 和 mRNA, 除 此 以 外 ,还 含有 其 他 一 些小 RNA, 如 真 核 细 
胞 内 的 微 RNA .snRNA 和 7SL RNA。 一 个 特定 的 细胞 在 特定 的 条 件 下 所 转录 的 所 有 RNA 构成 这 个 细 
胞 的 转录 组 (transeriptome)。 转 录 组 中 所 有 的 RNA 分 子 都 能 与 基因 组 DNA 进行 杂交 ,这 表明 它们 都 
是 以 DNA 为 模板 转录 而 来 的 。 

本 章 将 重点 介绍 DNA 转录 的 一 般 特征 、 催 化 转录 的 RNA 聚合 酶 的 结构 与 功能 以 及 转录 的 详细 
机 制 。 


第 一 他 DNA 转录 的 一 般 特 征 


DNA 转录 可 发 生 在 原核 细胞 的 细胞 质 、 真 核 细胞 的 细胞 核 .线粒体 和 叶绿体 的 基质 中 ,这 四 大 转 
录 系 统 具有 以 下 共同 的 特征 : 

(1) 转录 具有 选择 性 和 不 对 称 性 ,只 发 生 在 DNA 分 子 上 某 些 特定 的 区 域 。 

转录 与 DNA 复制 的 一 个 显著 差别 是 转录 只 发 生 在 DNA 分 子 上 特定 的 区 域 。 对 于 一 个 DNA 分 
子 而 言 ,并 不 是 所 有 的 序列 都 会 转录 ,有 的 序列 从 来 不 会 转录 ,而 能 转录 的 序列 也 不 是 始终 都 在 转录 。 
此 外 ,DNA 也 并 非 两 条 链 都 会 转录 。 事 实 上 , 某 些 基因 以 DNA 的 一 条 链 为 模板 ,而 其 他 基因 以 另 一 条 
链 为 模板 。 对 某 一 个 特定 的 基因 来 说 , 双 螺 旋 DNA 分 子 上 作为 模板 的 那 一 条 链 称 为 模板 链 (template 
strand), 与 模板 链 互补 的 那 一 条 链 称 为 编码 链 (coding strand)。 模 板 链 又 名 无 意义 链 (nonsense strand) 
或 Watson 链 ,编码 链 又 名 有 意义 链 (sense strand) 或 Crick 链 。 

(2) 以 四 种 NTP 一 一 ATP .GTP .CTP 和 UTP 为 前 体 , 还 需要 Mg*。 

(3) 转录 需要 模板 . 解 链 ,但 不 需要 引物 。 

(4) 最 先 转录 出 的 核 苷 酸 通常 是 味 叭 核 苷 酸 ( 约 占 90%)。 

(5) 转录 的 方向 总 是 从 3 一 3'。 

(6) 转录 也 具有 高 度 的 忠实 性 ,但 比 DNA 复制 低 。 

转录 的 忠实 性 是 指 一 个 特定 的 基因 转录 具有 相对 固定 的 起 点 和 终点 ,而 且 转 录 过 程 基本 遵守 碱 
基 互 补 配对 原则 。 然 而 ,转录 的 忠实 性 明显 要 低 于 DNA 复制 ,原因 主要 是 RNA 聚合 酶 没有 3'- 外 切 
酶 活性 ,而 且 , 机 体 在 一 定 程度 上 可 以 容忍 转录 相对 低 的 忠实 性 。 

(7) 有 高 度 的 进行 性 。 


正常 的 转录 一 旦 进入 延伸 ,就 不 会 中 途 终止 ,这 一 点 有 别 于 DNA 复制 。 一 旦 RNA 聚合 酶 在 转录 
的 时 候 从 模板 链 解 离 , 则 解 离 下 来 的 酶 不 可 能 与 解 离 点 重新 结合 。 

(8) 转录 受到 严格 调控 。 

调控 的 位 点 主要 是 在 转录 的 起 始 阶段 ,也 可 在 转录 的 终止 阶段 。 


第 二 节 ”依赖 DNA 的 RNA 聚合 酶 


DNA 转录 是 一 种 复杂 的 酶 促 反 应 ,起 主导 作用 的 是 RNA 聚合 酶 ,RNA 聚合 酶 全 称 为 依赖 于 DNA 
的 RNA 聚合 酶 (DNA-dependent RNA polymerase,RNAP)。 然 而 ,生物 化 学 家 最 先 得 到 的 催化 RNA 合 
成 的 酶 是 多 聚 核 苷 酸 磷酸 化 酶 (polynucleotide phosphorylase,PNP)。 但 PNP 的 一 些 性 质 使 其 不 适合 催 
化 基因 的 转录 ,例如 它 不 需要 模板 ,使 用 NDP 代替 NTP, 合 成 的 RNA 序列 取决 于 NDP 的 种 类 和 相对 
浓度 ,这 些 性 质 无 法 保证 基因 转录 的 忠实 性 。 后 来 才 知 道 ,PNP 在 细胞 内 的 功能 是 降解 而 不 是 合成 
RNA。 真 正 催 化 DNA 转录 的 酶 直到 1960 年 才 从 大 肠 杆菌 中 得 到 。 

RNA 聚合 酶 所 催化 的 反应 通 式 为 :mnNTPs PNA 柳 板 ,Mg 。(NMP) ,十 PPi 

反应 的 机 理 与 DNA 聚合 酶 极为 相似 ,都 以 DNA 为 模板 ,并 从 5 一 3" 方向 催化 多 聚 核 背 酸 的 合成 ， 
并 涉及 2 个 Mg 的 双 金 属 催化 ( 见 本 章 第 三 节 “细菌 的 DNA 转录 ”), 主要 产物 是 与 DNA 模板 链 序列 
互补 的 RNA。 上 述 反应 原则 上 是 可 逆 的 ,但 细胞 内 的 焦 磷 酸 酶 可 将 产生 的 PPi 迅速 地 水 解 掉 ,从 而 使 
得 反应 平衡 向 右倾 斜 。 

虽然 RNA 聚合 酶 与 DNA 聚合 酶 在 催化 机 制 上 十 分 相似 ,但 这 两 类 聚合 酶 仍 有 许多 差别 ,总 结 起 
来 包括 :GD RNA 聚合 酶 只 有 3' 一 3' 的 聚合 酶 活性 ,无 $- 外 切 酶 或 3'- 外 切 酶 的 活性 ,RNA 聚合 酶 缺 
乏 3'- 外 切 酶 的 活性 是 转录 忠实 性 不 如 复制 的 主要 原因 ;@) RNA 聚合 酶 本 身 就 能 够 促进 DNA 双 链 解 
链 ;G) RNA 聚合 酶 催化 转录 的 从 头 合成 ,不 需要 引物 ;@ RNA 聚合 酶 与 进入 的 NTP 上 的 2 -OH 有 多 
重 接触 位 点 , 借 此 区 分 NTP 和 dNTP;G@) RNA 聚合 酶 在 转录 的 起 始 阶段 ,DNA 分 子 会 形成 袜 皱 (CDNA 
scrunching), 以 保证 在 发 生 无 效 转 录 (abortive transcription) 时 ,仍然 能 与 启动 子 结合 ;@ 在 转录 过 程 中 ， 
转录 物 与 模板 不 断 解 离 , 而 在 复制 中 ,DNA 聚合 酶 上 开放 的 裂 颖 允许 DNA 双 链 从 酶 分 子 上 伸展 出 来 ; 
CD RNA 聚合 酶 在 转录 的 起 始 阶段 受到 多 种 调节 蛋白 的 调控 ;@@) RNA 聚合 酶 的 底 物 是 NTP, 而 不 是 
dNTP ,并 由 UTP 代替 dTTP;GO RNA 聚合 酶 启动 转录 需要 识别 启动 子 ;d RNA 聚合 酶 的 反应 速率 低 ， 
平均 值 只 有 50 nt/s。 


一 、 细 菌 的 RNA 聚合 酶 

细菌 除了 较 短 的 RNA 引物 是 由 引发 酶 催化 合成 以 外 ,细胞 内 其 他 所 有 的 RNA 都 是 由 同一 种 
RNA 聚合 酶 负责 转录 的 。 

(一 ) 大 肠 杆菌 RNA 聚合 酶 的 组 成 

以 大 肠 杆菌 为 例 , 细 菌 的 RNA 聚合 酶 有 核心 酶 (core enzyme) 和 全 酶 (holoenzyme) 两 种 形式 。 核 
心 酶 的 组 成 包括 2 个 w 亚 基 1 个 B 亚 基 .1 个 忆 亚 基 和 1 个 @ 亚 基 (a2pBB'o) ( 表 36-1), 其 中 B 亚 基 
结合 有 2 个 Zn ”。 全 酶 则 由 核心 酶 和 c 因子 组 装 而 成 。c 因子 是 可 变 的 ,如 大 肠 杆 菌 一 共有 7 种 一 一 
co oa" oo ao” 和 5"。 其 中 ,o" 最 常见 ,参与 大 肠 杆 菌 在 正常 的 条 件 下 维持 细胞 生存 必需 的 
管家 基因 的 转录 ,如 编码 糖 醇 解 三 羧 酸 循环 和 DNA 复制 中 各 种 酶 或 蛋白 质 的 基因 ,而 其 他 c 因子 在 
大 肠 杆 菌 处 于 特殊 的 环境 条 件 (如 热 休 克 和 和 氮 饥饿 ) 时 起 作用 。 
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436, 


许多 与 核酸 结合 的 
蛋白 质 通 过 特殊 的 通道 与 目 
标 核 酸 结合 ,而 通道 壁 一 般 都 
富 含 碱 性 氨基 酸 。 为 什么 ? 








36-2 TaqgRNA 聚 合 栈 
核心 酶 的 三 维 结构 两 面 观 
(Nelson 等 ,2008) 
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m 表 36-1 大 肠 杆 菌 RNA 聚合 酶 全 酶 的 组 成 及 其 功能 分 工 





亚 基 基因 JWrkb 数目 / 酶 功能 
Q Rop4 36 2 核心 酶 的 组 装 ,转录 起 始 ,与 调节 蛋白 的 作用 
B RopB 151 1 转录 的 起 始 和 延伸 
B RopC 155 1 与 DNA 非特 异性 结合 
必 RopZ 11 1 促进 核心 酶 的 组 装 ,为 B' 亚 基 的 分 子 伴 侣 ,在 体外 为 变性 的 
RNA 聚合 酶 成 功 复 性 所 必需 
0 RopD 70 1 启动 子 的 识别 


(二 ) 细菌 RNA 聚合 酶 的 三 维 结构 

细菌 的 RNA 聚合 酶 的 各 亚 基 组 装 成 类 似 于 DNA 聚合 酶 的 “手掌 " 状 结 构 。 以 水 生 嗜 热 菌 的 Taq 
RNA 聚合 酶 为 例 (图 36-2), 其 两 个 e 亚 基 分 别 与 B 亚 基 和 信 亚 基 的 一 端 结合 ,o 亚 基 环 绕 在 B' 亚 基 
的 C 端 ,而 B 亚 基 和 RB 亚 基 仿 佛 是 构成 螃蟹 钳子 的 一 对 鳌 , 酶 的 活性 中 心 正好 位 于 两 只 鳌 之 间 长 约 
5.5 nm 直径 约 2.7 nm 的 通道 内 。 与 酶 外 表面 大 多 带 负电 荷 的 性 质 相 反 ,通道 壁 上 却 带 有 正 电荷 , 适 于 
结合 DNA 和 RNA ,在 底部 始终 结合 1 个 起 催化 作用 的 Mg “。 如 果 有 c 因子 结合 ,由 它 跨 越 核心 酶 的 
顶部 ,导致 两 鳌 收拢 ,通道 因此 变 窗 了 近 1 nm。 

与 其 他 任何 一 种 RNA 聚合 酶 一 样 ,细菌 的 RNA 聚合 酶 除了 含有 结合 DNA 模板 的 通道 以 外 ,还 
含有 结合 单 链 DNA 的 通道 NTP/Mg”* 进入 活性 中 心 的 通道 以 及 RNA 离开 通道 。 

(三 ) 细菌 RNA 聚合 酶 的 特异 性 抑制 剂 

细菌 RNA 聚合 酶 特异 性 的 抑制 剂 包括 利 福 霉 素 (rifamycin) 和 利 链 霉 素 (streptolydigin), 它们 都 
能 与 细菌 的 RNA 聚合 酶 形成 紧密 的 复合 物 , 作 用 的 对 象 都 是 B 亚 基 ,结合 的 部 位 都 不 在 活性 中 心 ,但 
抑制 的 原理 完全 不 同 , 前 者 能 阻 断 长 度 仅 为 2~3 nt 的 新 生 转 录 物 从 RNA 聚合 酶 离开 通道 的 离开 ,从 
而 抑制 转录 的 起 始 ,后 者 则 能 阻止 RNA 酶 在 催化 过 程 中 必须 经 历 的 构象 变化 ,从 而 抑制 转录 的 延伸 。 
它们 并 不 抑制 古 菌 和 真 核 生物 的 核 RNA 聚合 酶 。 正 因为 如 此 ,两 者 均 可 被 用 作 抗生素 。 


二 、 真 核 生 物 的 RNA 聚合 酶 

(一 ) 真 核 生 物 RNA 聚合 酶 的 分 类 与 组 成 

真 核 生 物 的 RNA 聚合 酶 出 现 了 功能 分 工 ,不 同性 质 的 RNA 由 不 同类 型 的 RNA 聚合 酶 催化 转 
录 ( 表 36-2), 在 细胞 核 至 少 有 3 种 RNA 聚合 酶 , 即 RNA 聚合 酶 I 、I 和 亚 ,三 者 也 分 别 被 称 为 RNA 
聚合 酶 A、B 和 C。 其 中 ,RNA 聚合 酶 工 催化 核 仁 内 的 rRNA(SS rRNA 除外 ) 的 合成 ,但 对 于 锥 体 虫 
(77rypanosome) 而 言 ,其 可 变 的 表面 糖 蛋白 (variable surface glycoprotein,VSG) 的 基因 转录 也 由 聚合 酶 
催化 ;RNA 聚合 酶 开 主 要 负责 催化 mRNA 或 者 以 mRNA 为 前 体 的 RNA( 如 miRNA) 的 合成 ,同时 也 
催化 细胞 内 含有 帽子 结构 的 snRNA 和 snoRNA 的 合成 ;RNA 聚合 酶 亚 催 化 细胞 内 各 种 较为 稳定 的 小 
RNA 的 合成 ,例如 tRNA、S5SrRNA、7SL RNA 和 无 帽子 结构 的 snRNA 等 。 

除了 上 述 三 种 RNA 聚合 酶 以 外 ,一 些 植物 的 细胞 核 还 含有 另外 两 种 RNA 聚合 酶 , 即 RNA 聚合 
酶 和 V ,其 中 RNA 聚合 酶 的 催化 siRNA 的 合成 ,RNA 聚合 酶 V 催化 促进 染色 质 浓缩 的 siRNA 的 合 
成 。 此 外 ,线粒体 和 叶绿体 也 含有 RNA 聚合 酶 ,其 中 线粒体 内 的 RNA 聚合 酶 由 核 基因 编码 ,只 由 一 
个 亚 基 组 成 ,负责 线粒体 DNA 上 所 有 基因 的 转录 , 它 在 结构 上 并 不 像 细 菌 的 RNA 聚合 酶 ,而 是 与 T7 
喉 菌 体 RNA 聚合 酶 相似 。 而 叶绿体 有 两 种 不 同 的 RNA 聚合 酶 ,一 种 由 核 基因 组 编码 ,在 结构 上 类 似 
于 线粒体 内 的 RNA 聚合 酶 ,负责 催化 叶绿体 内 rRNA 或 tRNA 等 管家 基因 的 转录 ;而 另 一 种 由 叶绿体 
基因 组 编码 ,类 似 于 细菌 的 RNA 聚合 酶 ,但 对 利 福 霉 素 不 敏感 ,负责 催化 光合 链 上 的 复合 体 中 由 叶 绿 
体 基因 组 编码 的 各 亚 基 基 因 的 转录 。 

真 核 细胞 核 的 三 种 聚合 酶 都 是 庞大 的 多 亚 基 蛋 白 (2 个 大 亚 基 和 12~15 个 小 亚 基 ), 如 酵母 的 





上 表 36-2 真 核 生 物 5 种 RNA 聚合 酶 结构 与 功能 的 比较 





细胞 中 对 wx 狼 襄 曹 碱 ”对 放 线 菌 素 转录 
的 定位 “组 成 的 敏感 性 D 的 敏感 性 ”因子 机 
RNA 聚合 酶 I (A) 核 仁 多 个 亚 基 ”不 敏感 非常 敏感 1-~3 种 rRNA 的 合成 (除了 5S 
组 成 rRNAJ) 
RNA 聚合 酶 工 (B) 核 质 多 个 亚 基 ”高 度 敏 感 (10?~ ，” 轻 度 敏 感 8 种 mRNA 、miRNA 、snoRNA、 
组 成 108mol/L) 以 上 lincRNA 具有 帽子 结构 
的 snRNA 的 合成 
RNA 聚合 酶 亚 (C) 核 质 多 个 亚 基 ”中 度 敏 感 轻 度 敏感 4 种 小 RNA， 包 括 tRNA、 
组 成 以 上 5S rRNA 无 帽子 结构 的 
U6-snRNA、7SL RNA、 
7SK RNA、RMP RNA . 端 
粒 酶 RNA、 少 数 miRNA 
和 linceRNA、 某 些 病 毒 的 
RNA 等 合成 
线粒体 RNA 聚合 酶 ”线粒体 ” 单 体 酶 不 敏感 敏感  ， 2 种 所 有 线粒体 RNA 的 合成 
基质 
叶绿体 RNA 聚合 酶 。 叶绿体 ”有 两 种 不 敏感 敏感 3 种 以 上 “所 有 叶绿体 RNA 的 合成 
基质 


RNA 聚合 酶 开 共 有 12 个 亚 基 。 总 的 相对 分 子 质量 在 (5~7)x 10:, 有 几 个 亚 基 是 相同 的 。 每 一 种 聚 
合 酶 都 含有 由 10 个 亚 基 组 成 的 极为 保守 的 核心 结构 ,其 中 2 个 最 大 亚 基 的 序列 与 细菌 RNA 聚合 酶 
B 和 B' 亚 基 相 似 。 此 外 ,它们 都 还 含有 细菌 RNA 聚合 酶 w 和 o 亚 基 的 同 源 物 ,但 无 任何 亚 基 与 细 
菌 的 c 因子 同 源 。 

需要 特别 注意 的 是 ,所 有 的 真 核 生 物 的 RNA 聚合 酶 下 的 最 大 亚 基 , 即 与 细菌 B' 亚 基 同 源 的 亚 
基 在 C 端 都 具有 一 种 特殊 的 结构 域 ,这 种 羧基 端 结构 域 (carboxyl-terminal domain,CTD) 含有 多 个 找 
贝 的 呈 高 度 保守 的 七 肽 重复 序列 ,其 一 致 序列 是 富 含 羟 基 氨 基 酸 的 YSPTSPS ,因此 可 被 磷酸 化 修饰 。 
在 酵母 细胞 中 ,该 序列 重复 了 26 次 ,哺乳 动物 则 重复 了 56 次 。 这 种 重复 序列 是 RNA 聚合 酶 开 的 活 
性 所 必需 的 。 缺 失 突变 实验 表明 ,酵母 的 CTD 至 少 需要 13 段 重复 序列 才能 保证 酵母 细胞 的 生存 。 
其 他 研究 还 表明 ,CTD 没 被 磷酸 化 的 RNA 聚合 酶 开 参 与 转录 的 起 始 , 而 CTD 被 磷酸 化 以 后 ,转录 即 
从 起 始 阶段 进入 延伸 阶段 。 高 度 磷 酸化 的 CTD 由 于 相 邻 带 同 种 电荷 的 磷酸 基 团 之 间 的 排斥 而 突出 
暴露 在 外 ,远离 酶 的 球状 核心 区 达 50 nm ,这 为 参与 转录 以 及 转录 后 加 工 的 各 种 蛋白 质 因 子 对 它 
的 识别 和 结合 提供 了 绝 佳 的 舞台 。 事 实证 明 ,磷酸 化 的 CTD 对 于 mRNA 转录 的 后 加 工 是 必需 的 。 

真 核 生 物 的 RNA 聚合 酶 在 三 维 结构 上 与 细菌 的 十 分 相似 ,不 但 分 子 的 整个 形状 相似 ,而 且 各 
同 源 亚 基 在 空间 上 总 的 排 布 也 相同 (图 36-3)。 但 与 细菌 的 RNA 聚合 酶 不 同 的 是 , 真 核 生 物 RNA 
聚合 酶 本 身 并 不 能 直接 识别 启动 子 , 而 必须 借助 于 转录 因子 才能 有 效 地 与 启动 子 结合 , 并 启动 
转录 。 

(二 ) 真 核 细 胞 核 RNA 聚合 酶 的 抑制 剂 

真 核 生物 三 种 细胞 核 RNA 聚合 酶 不 受 利 福 霉 素 或 利 链 霉 素 的 抑制 ,但 是 ,它们 对 来 源 于 某 些 毒 
蘑菇 ,例如 白 毒 伞 (4manita Phalioides) 体 内 的 一 种 环 状 八 肽 毒素 一 一 c- 悉 膏 曹 碱 (图 36-4) 的 抑制 表 
现 出 不 同 程度 的 敏感 性 :RNA 聚合 酶 开 最 为 敏感 ,103~10” molL 的 wx- 鸦 襄 草 碱 就 能 完全 抑制 其 活 
性 ,其 次 是 RNA 聚合 酶 焉 ,而 RNA 聚合 酶 [ 则 不 敏感 。a- 鹅 膏 曹 碱 的 作用 机 制 是 通过 与 聚合 酶 分 子 
上 一 段 特殊 的 桥 螺 旋 (bridge helix) 的 结合 ,阻止 聚合 酶 的 移 位 ,致使 转录 延伸 受阻 。 由 于 o- 负 膏 曹 碱 
与 RNA 聚合 酶 正大 亚 基 形成 的 是 紧密 的 1 : 1 复合 物 (Ki=10”mol/L), 与 聚合 酶 亚 形 成 的 是 比较 松散 
的 复合 物 (Ki=10”molL), 而 与 RNA 聚合 酶 [ 基本 不 结合 ,因此 这 三 种 聚合 酶 对 它 的 敏感 性 才 会 各 不 
相同 。 

放 线 菌 素 D (actinomycin D) 能 够 插入 到 GC 碱 基 对 之 间 , 致 使 DNA 双 螺 旋 的 小 沟 变 宽 和 扭曲 ,从 
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酵母 RNA 聚合 酶 J 


为 什么 真 核 RNA 
孙 合 酶 没有 任何 亚 基 与 细菌 
的 c 因子 同 源 ? 


父 认 为 这 段 序列 能 
够 形成 c 螺旋 或 B 折叠 吗 ? 
为 什么 ? 


你 认为 哪 一 类 生物 
的 RNA 聚合 酶 贡 不 受 ac- 禾 
膏 曹 碱 的 抑制 ? 为 什么 ? 


如 何 确定 真 核 生 物 
的 一 个 基因 由 哪 一 种 酶 催化 
转录 ? 
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白 毒 伞 
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框 36-1 身边 的 生物 化 学 一 路 边 的 “ 野 蘑 菇 ”你 不 要 采 ! 

除非 你 是 研究 蘑菇 的 专家 ,和 否则 就 不 要 随意 采集 路 边 免费 的 蘑菇 去 食用 ,原因 是 你 采 到 的 蘑菇 很 可 
能 是 有 毒 的 。 尽 管 在 民间 有 很 多 所 谓 鉴别 有 毒 和 无 毒 蘑菇 的 方法 ,但 基本 上 都 无 科学 依据 。 有 的 毒 蘑菇 
和 无 毒 蘑菇 看 起 来 非常 像 ,有 时 专家 也 需要 通过 显微镜 才能 区 分 开 来 。 
人 玫 下 村 全 an 有 毒 的 划 菇 之 所 以 有 毒 ,是 因为 在 


OH 


| 它们 的 体内 含有 毒素 。 毒 素 中 最 常见 
HiC_CH 一 CHzOH 


CH 理 的 是 两 种 双环 之 肽 毒素 : 一 种 是 x- 忽 

my-ca-co-NH-e- co 一 NH 一 CH 一 90 膏 曹 碱 ,另外 一 种 是 毒 草 肽 即 鬼 笔 环 肽 

o9 和 光 3 CH (phalloidin), 约 90% 蘑菇 中 毒 致死 事故 都 

人 Ai oH ”人 SeaucH。 是 由 它们 造成 的 。 忽 膏 蔓 碱 和 毒 理 肽 都 
HO 一 CH> CO 


是 由 核糖 体 合成 的 多 肽 前 体 加 工 而 来 ,其 
中 前 者 的 多 肽 前 体 为 35 肽 ,后 者 的 多 肽 
前 体 为 34 肽 。 
DR x- 忽 膏 曹 碱 可 与 真 核 生 物 的 RNA 
聚合 酶 开 紧 密 地 结合 ,也 可 微弱 结合 RNA 聚合 酶 焉 ,但 几乎 不 会 与 RNA 聚合 酶 [ 结合 。x 忽 膏 莫 碱 结 
合 在 RNA 聚合 酶 芽 上 一 段 特 殊 的 桥 螺 旋 的 下 面 , 横 跨 RPB1 和 有 RPB2 这 两 个 亚 基 之 间 的 裂 颖 。 位 于 桥 
蝶 旋 822 号 的 残 基 与 o- 儿 膏 草 碱 上 的 羟 畏 氨 酸 形成 氨 键 ,此 外 ,在 RPB1 紧 靠 桥 螺 旋 的 区 域 与 毒素 之 间 也 
有 氢 键 。co- 故 膏 蔓 碱 并 不 影响 NTP 的 结合 ,但 它 与 育 合 酶 形成 的 这 些 氢 键 阻止 了 桥 螺旋 的 移动 ,也 就 影响 
了 RNA 聚合 酶 为 合成 下 一 个 磷酸 二 酯 键 必须 进行 的 移 位 ,使 RNA 聚合 酶 开 的 移 位 速率 降低 了 几 千 倍 。 

毒 草 肽 的 毒性 比 儿 膏 蔓 碱 弱 , 它 在 细胞 内 能 与 聚合 的 微 丝 结合 ,但 不 会 与 肌 动 蛋白 单 体 分 子 结合 。 它 
同 聚 合 的 微 丝 结合 后 ,可 抑制 微 丝 的 解体 , 而 破坏 了 微 丝 的 聚合 和 解 聚 的 动态 平衡 ,从 而 影响 到 细胞 内 依 
赖 于 微 丝 的 运动 系统 。 

若 不 小 心 误 食 毒 蘑菇 ,又 没有 及 时 处 理 , 那 就 十 分 危险 ! 起 初 的 反应 是 在 食 人 6~12 h 以 后 ,肠胃 不 适 。 
接着 是 假 恢复 ,持续 12~24 h。 由 于 肝 细 胞 的 功能 依赖 于 其 持续 的 蛋白 质 的 合成 ,所 以 在 3~5 天 以 后 , 肝 功 
能 会 受到 严重 伤害 。 严 重 的 中 毒 者 可 能 随时 死亡 ,除非 立刻 进行 肝 移 植 手术 。 


| | | 
0C 一 CH-NH-CO 一 CH-NH 一 CO 一 CH 一 NH 
HC 一 CONH， 


余 36-4 白 毒 伞 内 a- 臣 膏 曹 碱 的 化 学 结构 


而 阻止 RNA 聚合 酶 的 移动 ,因此 原核 生物 和 真 核 生物 的 DNA 转录 都 可 以 受到 它 的 抑制 。 但 由 于 真 
核 细 胞 核 三 种 RNA 聚合 酶 所 催化 转录 的 基因 在 GC 含量 上 不 同 ,以 rDNA 上 的 GC 含量 最 高 ,因此 ， 
RNA 聚合 酶 工 对 放 线 菌 素 D 的 抑制 作用 最 敏感 。 


三 、 古 菌 的 RNA 聚合 酶 

古 菌 只 有 一 种 RNA 聚合 酶 ,这 与 细菌 一 样 。 但 酶 的 组 成 和 结构 与 真 核 生 物 的 RNA 聚合 酶 开 十 
分 相似 ,共有 11~12 个 亚 基 ,而 不 像 细 菌 只 有 5 个 亚 基 。 与 真 核 生 物 的 RNA 聚合 酶 一 样 , 古 菌 的 RNA 
聚合 酶 不 受 利 福 霉 素 的 抑制 ,也 不 能 直接 识别 启动 子 , 只 有 在 特殊 的 转录 因子 的 帮助 下 才能 识别 和 结 
合 启动 子 。 然 而 , 古 菌 RNA 聚合 酶 最 大 的 亚 基 在 C 端 没 有 七 肽 重复 序列 构成 的 CTD。 


四 、 某 些 病毒 的 RNA 聚合 酶 
许多 病毒 原封 不 动 地 使 用 宿主 细胞 的 RNA 聚合 酶 来 转录 自身 的 基因 , 某 些 病毒 则 对 宿主 RNA 


聚合 酶 进行 改造 ,以 增强 RNA 聚合 酶 对 自身 基因 的 亲 和 性 ,而 有 的 病毒 则 编码 对 自身 基因 具有 高 度 
特异 性 的 RNA 聚合 酶 ,如 T7 .T3 和 SP6 喉 菌 体 , 这 类 RNA 聚合 酶 一 般 只 由 一 条 肽 链 组 成 。 


第 三 节 ”细菌 的 DNA 转录 


与 DNA 复制 一 样 ,整个 转录 过 程 也 可 分 为 起 始 、 延 伸 和 终止 三 个 阶段 。 


一 、 转 录 的 起 始 
(一 ) 转录 起 始点 的 确定 
1. 启动 子 


不 论 是 哪 一 种 转录 系统 ,转录 都 是 从 特定 的 位 置 开 始 的 , 即 转录 具有 固定 的 起 点 。 那 么 RNA 聚 
合 酶 是 如 何 发 现 正 确 的 起 点 并 启动 基因 转录 的 呢 ? 通过 分 析 比 较 多 种 基因 转录 起 始点 周围 的 碱 基 序 
列 发 现 :在 转录 起 始点 的 上 游 ,存在 着 一 些 特殊 的 具有 高 度 保守 性 的 碱 基 序列 。 实 验证 明 ,在 转录 的 
起 始 阶段 ,这 些 保守 的 碱 基 序 列 作为 一 种 标记 ,RNA 聚合 酶 能 够 直接 或 间接 地 识别 这 种 标记 ,从 而 启 
动 从 特定 的 位 点 开始 的 基因 转录 ,它们 也 因此 被 称 为 启动 子 (promoter)。 在 细菌 转录 系统 中 ,RNA 聚 
合 酶 的 ec 因子 能 够 直接 识别 启动 子 , 并 与 之 结合 而 启动 基因 的 转录 ;但 在 古 菌 和 真 核 转 录 系 统 之 中 ， 
RNA 聚合 酶 并 不 能 直接 识别 启动 子 , 识 别 启动 子 的 是 一 些 特殊 的 转录 因子 。 

启动 子 一 般 位 于 基因 的 上 游 , 它 与 转录 起 始点 的 距离 和 方向 都 有 严格 的 要 求 ,不 过 也 有 一 些 基因 
的 启动 子 位 于 基因 的 内 部 。 

2. 确定 启动 子 的 方法 

常见 的 确定 启动 子 的 方法 有 突变 序列 同 源 性 比 对 .电泳 泳 动 变化 分 析 (electrophoretic mobility 
shift assay,EMSA) 和 DNA 酶 工 - 足 印 分 析 (DNase 工 footprinting assay)。 

EMSA 的 原理 是 :与 聚合 酶 特异 性 结合 和 没有 结合 的 DNA 在 电泳 时 泳 动 的 速率 不 同 ,利用 这 种 差 
别 可 将 含有 启动 子 的 和 没有 启动 子 的 DNA 片段 分 开 , 再 利用 足 印 法 进行 鉴定 。 足 印 法 的 基本 原理 是 ; 
与 RNA 聚合 酶 呈 特 异性 结合 的 启动 子 序列 可 受到 聚合 酶 的 保护 ,而 不 受 DNA 酶 [的 水 解 。 如 果 结 
合 DNA 序列 分 析 ,就 可 以 测定 出 受到 RNA 聚合 酶 保护 的 序列 ,该 序列 就 应 该 属于 启动 子 。 

1975 年 ,David Pribnow 等 人 使 用 一 种 比 足 印 法 更 简单 的 方法 ,测定 并 比较 了 5 个 受 RNA 聚合 酶 
结合 保护 的 基因 片段 的 序列 (图 36-5)。 结 果 发 现 ,在 -10 区 有 一 段 富 含 AT 的 保守 序列 。 他 们 使 用 的 
方法 是 : 先 用 DNA 酶 [ 完全 消化 与 RNA 聚合 酶 结合 的 含有 启动 子 的 双 链 DNA。 然 后 ,将 消化 过 的 样 
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如 果 将 一 个 基因 
的 -10 区 序列 突变 成 AIATTA， 
你 认为 这 个 基因 还 能 正常 转 
录 吗 ? 








为 什么 rRNA 的 基 
因 需 要 通过 这 种 方式 提高 
录 活 性 ? 
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基因 启动 子 转录 起 点 启动 子 强 弱 





IRNA (mAC 超 强 
rec4 强 
araB4D 操纵 子 人 
jac 操纵 子 1TTTACA| Ne |TArGTT A 弱 
入 P， TITGACA| NIGAIAcI Ne |^ 弱 
一 致 序列 





与 RNA 聚合 酶 结合 的 DNA 洗 脱 出 来 ,再 使 用 化 学 断裂 法 直接 进行 序列 测定 。 

然而 ,在 确定 了 -10 区 的 保守 序列 以 后 ,Pribnow 很 快 就 发 现 ,受到 RNA 聚合 酶 保护 的 片段 在 与 
聚合 酶 解 离 以 后 ,无 法 重新 与 聚合 酶 结合 ,这 说 明 单 赁 -10 区 尚 不 能 保证 聚合 酶 的 结合 ,肯定 还 有 其 
他 的 启动 子 序 列 。 后 来 他 们 对 更 多 位 于 -10 区 上 游 的 序列 进行 了 分 析 , 很 快 发 现 了 在 -35 区 还 有 一 
段 属于 启动 子 的 保守 序列 。 

3. 细菌 启动 子 的 特征 

细菌 启动 子 的 序列 位 于 转录 起 始点 的 端 (图 36-6), 覆 盖 40 bp 左右 的 区 域 , 它 包 含 两 段 高 度 保 
守 的 序列 ,分 别称 为 -35 区 和 -10 区 ,其 中 受 c"” 识别 的 启动 子 在 -35 区 的 一 致 序列 为 TTGACA ,-10 
区 又 名 Pribnow 盒 , 一 致 序列 是 TATAAT。 由 其 他 c 因子 识别 的 启动 子 的 一 致 序列 见 图 36-6。-35 
区 和 _10 区 之 间 的 距离 同样 重要 ,一 般 为 1721 PPp ,原因 是 ee 
这 样 的 距离 可 以 保证 这 两 段 启 动 子 序列 处 于 DNA 双 螺 旋 的 
同一 侧 , 从 而 有 利于 RNA 聚合 酶 的 识别 和 结合 ,否则 它们 会 
处 于 DNA 双 螺 旋 的 异 侧 ,不 利于 RNA 聚合 酶 的 识别 和 聚合 
(图 36-7)。 此 外 ,在 转录 活性 超 强 的 rRNA 基因 的 上 游 -40 区 
和 -60 区 之 间 , 还 有 一 段 富 含 AT 的 启动 子 序列 。 该 序列 的 一 
致 序列 是 $ -AAAATTATTTT-3' ,可 将 转录 活性 提高 30 倍 , 因 
此 被 称 为 增 效 元 件 (up element)。 实 验证 明 ,RNA 聚合 酶 的 w a6_6 天 司 标 曾 示 商 的 因 主 识 员 的 
亚 基 C 端的 结构 域 可 与 该 元 件 结合 ,而 使 RNA 聚合 酶 与 启动 ”启动 子 的 一 致 序列 
子 的 亲和力 增强 。 











在 描述 启动 子 的 位 置 时 , 碱 基 的 位 置 一 般 以 转录 的 起 始点 为 参照 ,转录 起 点 的 位 置 定 为 +1, 位 于 
它 上 游 的 序列 为 负数 ,下 游 的 碱 基 为 正 数 ,没有 0。 另外 , 写 出 的 碱 基 序列 应 该 属于 编码 链 。 

必须 指出 ,启动 子 的 一 致 序列 是 对 多 种 基因 的 启动 子 序列 的 统计 结果 。 迄今 为 止 ,在 大 肠 杆菌 中 ， 
还 没有 发 现 哪 一 个 基因 的 启动 子 序 列 与 一 致 序列 完全 一 致 。 显 然 ,一 个 基因 的 启动 子 序列 与 一 致 序 
列 越 相近 , 则 该 启动 子 的 效率 就 越 高 , 即 属于 强 启动 子 ; 相 反 ,一 个 基因 的 启动 子 序 列 与 一 致 序列 相差 
越 大 , 则 该 启动 子 的 效率 就 越 低 , 即 属于 弱 局 动 子 。 

有 两 种 形式 的 突变 可 改变 启动 子 的 效率 :一 种 是 破坏 与 一 致 序列 的 一 致 性 ,从 而 导致 启动 子 效 率 
的 降低 ,这 样 的 突变 称 作 减 效 突变 (down mutation); 另外 一 种 是 提高 与 一 致 序列 的 一 致 性 ,从 而 导致 启 
动 子 效 率 的 增强 ,这 样 的 突变 称 为 增 效 突 变 (up mutation)。 
本 (一 ) 转录 起 始 复合 物 的 








5 区 了 区 形成 

RNA 聚合 酶 全 酶 识别 结 起 始 复合 物 的 形成 是 转 

内 地 , 沁 成 闭 的 复兴 物 录 的 限 速 步骤 ,起 始 频率 主要 

元 取决 于 启动 子 强度 。 强 启动 

M RNA Ang& 帮 ， 子 每 秒 钟 启动 一 次 转录 ,能 
启动 子 每 分 钟 (甚至 更 长 的 时 


闻 ) 启 动 一 次 转录 。 但 一 旦 启 









封闭 的 转录 复合 物 ， 动 成 功 ,RNA 链 延 伸 的 速率 
开放 的 转录 平均 为 S0 nts ,与 启动 子 强度 
复合 物 的 形成 
无 关 。 
实际 上 ,转录 的 起 始 是 
RNA 聚合 酶 与 启动 子 相互 作 


用 ,并 形成 活性 转录 起 始 复合 
物 的 过 程 ,整个 反应 可 分 为 以 
下 几 步 (图 36-8): 

1. RNA 聚合 酶 与 dsDNA 


RE 非特 异性 结合 
NM 心 0 ee 虽然 RNA 聚合 酶 全 酶 与 


2 转录 的 方向 非特 异性 DNA 序列 也 具有 一 
TIAN 定 的 亲 和 性 ,但 亲 和 性 不 高 ， 
因此 ,聚合 酶 只 能 和 DNA 随 
机 结合 。 一 且 结 合 上 去 , 它 可 

ein aanamaiil aoc 以 在 结合 处 沿 着 DNA 向 一 个 
方向 滑动 .扫描 ,直至 发 现 启动 子 序列 。 聚 合 酶 与 启动 子 的 结合 是 特异 性 的 ,具有 很 高 的 亲 和 人 性 。 

2. RNA 聚合 酶 全 酶 与 启动 子 形成 封闭 复合 物 

聚合 酶 在 扫描 中 首先 遇 到 -35 区 ,与 该 区 域 的 结合 形成 的 是 一 种 封闭 复合 物 (closed complex)。 在 
封闭 复合 物 中 ,聚合 酶 主要 以 静电 引力 与 DNA 结合 ,DNA 也 没有 解 链 。 这 样 的 复合 物 并 不 十 分 稳定 ， 
半衰期 为 13~20 min。 足 印 法 测定 表明 ,在 此 阶段 聚合 酶 覆盖 -55~+5 区 域 。 

3. 封闭 复合 物 异 构 化 ,转变 成 开放 复合 物 

随 着 聚合 酶 与 启动 子 的 进一步 结合 ,聚合 酶 构象 发 生变 化 ,而 使 得 DNA 发 生 解 链 。 当 DNA 解 链 
以 后 ,封闭 复合 物 即 转变 成 开放 复合 物 (open complex), 开 放 的 复合 物 也 就 是 起 始 转录 泡 (transcription 
bubble)。 转 录 泡 大 小 为 12~17 bp, 一 开始 转录 泡 仅 从 -10 区 延伸 到 -1 区 ,但 很 快 以 一 种 依赖 于 Mg” 





RNA 转录 物 
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DNA 复制 和 转录 
每 参 入 一 个 核 苷 酸 需要 消耗 
多 少 个 ATP? 
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的 方式 从 -12 区 扩展 到 +2 区 


(图 36-9)。 站 Se 
开放 复合 物 非 常 稳 定 ,其 SS 
半 训 期 在 几 个 小 时 以 上 ,这 时 汪 二 
如 LI 
聚合 酶 与 启动 子 的 相互 作用 


不 仅 有 静电 引力 ,还 有 氧 键 。 
足 印 法 表明 在 此 阶段 ,聚合 酶 
履 盖 -5$5 到 +20 区 域 。 

开放 复合 物 的 形成 是 转 
录 起 始 的 限 速 步 又。 现 已 明 
确 ,在 与 启动 子 形成 复合 物 期 
间 ,RNA 聚合 酶 本 身 经 历 了 
显著 的 结构 变化 ,c 因子 刺激 
封闭 复合 物 向 开放 复合 物 的 
转变 。 开 放 复 合 物 的 形成 不 
仅 需要 DNA 两 条 链 的 解 链 ， 
其 中 的 DNA 模板 链 还 应 须 移 。 余 36-9 转 采 直 的 结构 (Booker'2009) 
至 全 酶 的 内 部 ,以 便 靠 近 活 性 中 心 。 

4. 第 一 个 磷酸 二 酯 键 形 成 

形成 第 一 个 磷酸 二 酯 键 是 极为 关键 的 一 步 ,因为 后 面 所 有 的 核 昔 酸 都 是 在 其 后 依次 添加 的 。 这 
一 步 首先 需要 与 模板 链 互补 的 前 二 个 NTP 与 RNA 聚合 酶 的 活性 中 心 结合 ,再 由 酶 催化 第 一 个 NTP 
的 3'-OH 亲 核 进攻 第 二 个 NTP 的 $ -cx 磷酸 ,从 而 形成 第 一 个 磷酸 二 酯 键 , 并 释放 出 PPi。 一 旦 有 了 
第 一 个 磷酸 二 酯 键 , 由 RNA 、DNA 和 RNA 聚合 酶 组 成 的 三 元 复合 物 便 形 成 了 。 

RNA 聚合 酶 催化 磷酸 二 酯 键 形成 的 机 制 与 DNA 聚合 酶 几乎 相同 (图 36-10): 反 应 机 制 涉及 2 个 
Mg ,一 个 是 随 NTP 进入 活性 中 心 的 , 另 一 个 本 来 就 位 于 活性 中 心 的 底部 ,与 B' 亚 基 上 的 Asp460、 
Asp462 和 Asp464 结合 。 这 3 个 Asp 亚 基 在 所 有 物种 的 RNA 聚合 酶 分 子 上 都 是 高 度 保守 的 。 其 中 一 
个 Mg* 促进 前 一 个 核 苷 酸 的 3'- 羟基 对 下 一 个 NTP 的 a 磷 展 开 亲 核 进攻 , 另 一 个 Mg 则 促进 焦 磷 酸 
基 团 的 取代 , 且 两 个 Mg”* 都 有 助 于 稳定 反应 中 形成 的 磷 五 价 过 渡 态 。 

按照 上 述 方式 ,RNA 聚合 酶 全 酶 不 断 催 化 新 的 磷酸 二 酯 键 的 形成 。 但 通常 在 形成 6~10 个 磷酸 二 









DNA 模板 链 后 


攻 。 DNA 模板 链 


上 = 生计 


和 OH 





酯 键 以 后 ,转录 物 与 c 因子 在 结合 核心 酶 的 区 域 发 生 空间 上 的 冲突 ,而 迫使 c 因子 与 核心 酶 解 离 , 从 
此 转录 进入 延伸 阶段 。 解 离 出 来 的 c 因子 可 以 循环 使 用 ,并 参与 新 一 轮转 录 反 应 。 

然而 ,转录 要 从 起 始 过 渡 到 延伸 并 非 易 事 。 在 起 始 阶段 ,RNA 聚合 酶 会 在 启动 子 附近 ,重复 催化 
短 RNA 分 子 的 合成 ,这 种 合成 称 为 无 效 转录 。 造 成 无 效 转 录 的 原因 是 RNA 聚合 酶 难以 离开 亲和力 
高 的 启动 子 , 再 与 亲和力 低 的 序列 结合 。 无 效 转 录 的 RNA 长 度 是 有 限 的 ,一 般 只 有 3~9 nt。 在 发 生 真 
正 意 义 上 的 延伸 之 前 ,这 种 重复 合成 可 能 会 发 生 几 百 次 。 研 究 表明 ,聚合 酶 的 活性 中 心 能 容纳 8 个 碱 
基 , 这 差不多 等 于 无 效 转录 物 的 长 度 。 事 实 上 ,每 合成 一 个 无 效 转录 物 ,RNA 聚合 酶 必须 做 出 抉择 :是 
离开 启动 子 , 进 入 延伸 阶段 ,还 是 仍然 结合 在 启动 子 上 ,继续 进行 无 效 转 录 。 

5. 启动 子 清空 

启动 子 清空 (promoter clearance) 是 指 聚 合 酶 离开 启动 子 , 从 起 始 过 渡 到 延伸 的 过 程 。 此 过 程 需要 
解决 的 首要 问题 是 ,如 何 让 聚合 酶 离开 高 亲 和 性 的 启动 子 , 与 低 亲 和 性 的 非特 异性 DNA 结合 ,从 而 让 
无 效 转录 变 成 有 效 转录 。 实 验证 明 , 这 是 由 c 因子 控制 的 , 正 是 c 因子 赋予 了 聚合 酶 对 启动 子 序列 的 
特异 性 和 高 亲 和 性 。 一 旦 c 因子 解 离 ,核心 酶 就 以 一 般 的 亲 和 人 性 与 DNA 结合 ,转录 即 进入 延伸 阶段 。 

有 研究 表明 ,聚合 酶 在 合成 前 9 个 核 苷 酸 的 时 候 , 并 没有 在 DNA 分 子 上 移动 。 只 有 当 转 录 物 长 
度 达到 能 形成 一 种 稳定 的 RNA-DNA 杂交 双 螺 旋 的 时 候 ,RNA 聚合 酶 才 会 像 尺 晒 一 样 移 动 ,这 时 启动 
子 清 空 才 开始 进行 。 


二 、 转 录 的 延伸 

与 起 始 阶段 相 比 ,延伸 阶段 的 反应 较为 简单 。 失 去 c 因子 的 核心 酶 通过 它 的 一 个 裂缝 握 住 DNA 
并 沿 着 其 移动 (图 36-9)。 有 两 种 相关 的 蛋白 质 一 一 NusG 或 RfaH 结合 在 裂 颖 的 两 侧 ,形成 一 个 完整 
的 活动 钳 结构 ,使 RNA 聚合 酶 能 够 牢固 地 结合 在 模板 上 ,而 不 会 中 途 掉 下 来 。 这 有 利于 维持 转录 的 
高 度 进行 性 。 

在 转录 过 程 中 ,转录 泡 则 随 着 核心 酶 的 移动 而 移动 ,其 大 小 维持 在 大 约 17 bp。 转 录 泡 的 维持 不 
仅 需 要 聚合 酶 在 转录 泡 前 面 解 链 ,还 需要 转录 泡 后 面 的 DNA 重新 形成 双 链 ,转录 泡 内 部 的 RNA 链 大 
约 有 8 bp 长 的 片段 与 模板 链 形成 A 型 双 螺 旋 。 转 录 泡 在 向 前 移动 的 时 候 , 需 要 构成 双 螺 旋 的 两 条 链 
的 不 断 旋转 。 在 旋转 的 过 程 中 会 不 时 受到 一 些 因素 的 限制 ,例如 结合 在 转录 泡 前 方 的 各 种 DNA 结合 
蛋白 和 其 他 结构 上 的 障碍 ,使 得 转录 泡 的 前 后 方 分 别 形成 正 超 螺 旋 和 负 超 螺旋 。 正 如 DNA 复制 一 样 ， 
不 利于 转录 的 超 螺 旋 可 被 结合 在 转录 泡 前 面 的 拓扑 异 构 酶 解除 。 由 于 转录 的 方向 始终 是 从 5 一 3/'， 
新 参 和 人 的 核 苷 酸 总 是 被 添加 在 RNA 链 的 3'-OH 端 ,而 每 参 人 一 个 新 的 核 背 酸 ,RNA-DNA 杂交 双 链 

延伸 阶段 的 速率 并 不 是 恒定 的 ,已 发 现 很 多 基因 在 转录 到 某 些 位 置 的 时 候 ,如 富 含 GC 碱 基 对 的 
区 域 ,聚合 酶 的 移动 速率 趋 缓 ,甚至 发 生 和 暂停 。 有 时 ,互补 的 NTP 暂时 短缺 也 可 导致 RNA 聚合 酶 的 
暂停 。 如 果 这 种 情形 发 生 , 重 新 启动 RNA 合成 需要 内 源 核 酸 酶 CreA 和 GreB 来 解除 暂停 状态 :先是 
RNA 聚合 酶 倒退 ,然后 GreA 和 GreB 切除 3 ' 端 几 个 核 昔 酸 ,以 便 让 RNA 的 3' 端 -OH 能 重新 回 到 酶 的 
活性 中 心 。 如 果 转 录 中 正好 发 生 了 错误 ,含有 错误 的 寡 聚 核 苷 酸 也 被 CreA 蛋白 或 GreB 蛋白 切除 了 ， 
这 实际 上 为 转录 提供 了 一 种 校对 机 制 。 


三 、 转 录 的 终止 

细菌 转录 的 终止 有 两 种 方式 :一 种 不 依赖 被 称 为 p 因子 (rho factor) 的 蛋白 质 ,只 依赖 于 转录 物 本 
身 在 3' 端 自发 形成 的 一 段 终 止 子 (terminator) 序 列 ; 另 一 种 方式 则 依赖 于 p 因子 。 

() 不 依赖 p 因子 的 终止 机 制 ”这 是 细菌 转录 终止 的 主要 方式 ,也 被 称 为 简单 终止 (simple 
termination)。 该 机 制 具有 2 个 特征 :一 是 依赖 位 于 转录 物 3 端的 一 串 U 序列 ,二 是 依赖 紧 靠 U 序列 上 
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你 认为 在 基因 转录 
的 时 候 , 转 录 物 在 5' 端 这 一 
侧 的 错误 更 多 吗 ? 如 果 是 的 ， 
这 对 一 种 RNA 的 功能 会 有 影 


响 吗 ? 
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这 种 终止 子 结构 与 
启动 子 有 何 相 似 之 处 ? 
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DNA 模板 链 3'---- TATTTTCCGAGGAAAAACCTCGGAAAAAAAAS' 


二 


RNA 转录 物 5----EERENESEEEEOOOIEGERGOOOEEGOGD 人 


36-11 不 依赖 p 因子 的 终止 机 制 


游 的 一 个 富 含 GC 碱 基 对 的 葵 环 结 


构 ( 图 36-11), 它 们 共同 组 成 终止 子 的 
结构 。 

这 种 终止 机 制 的 基本 步骤 是 : 当 
一 个 正在 转录 的 RNA 在 3' 端 自发 形 
成 一 种 富 含 GC 碱 基 对 的 茎 环 结构 后 ， 
会 导致 转录 泡 塌陷 和 关闭 ,RNA 聚合 
酶 因此 出 现 停顿 ,由 于 荃 环 结构 的 后 
面 就 是 一 串 U, 与 模板 链 以 较 弱 的 氢 
键 结合 , 故 很 容易 与 模板 链 解 离 , 从 而 
导致 转录 物 的 释放 和 转录 的 终止 。 

(2) 依赖 p 因子 的 转录 终止 这 
一 种 终止 机 制 在 细菌 染色 体 DNA 上 
较为 少见 ,但 对 于 鸣 菌 体 却 很 普遍 。 
p 因子 是 一 种 同 源 六 聚 体 蛋白 , 它 具 
有 解 链 酶 和 ATP 酶 的 活性 。 所 具有 
的 解 链 酶 活性 使 得 它 能 够 催化 RNA/ 
DNA 和 RNA/RNA 双 螺 旋 的 解 链 。 有 
证 据 表明 ,p 因子 要 发 挥 作 用 首先 需 
要 与 转录 物 在 5 端的 一 段 特殊 的 碱 
基 序列 ( 无 二 级 结构 , 富 含 C 但 缺乏 G) 
结合 ,这 段 序 列 称 为 p 因子 利用 位 点 
(rho factor utilization site ,rui)o 鉴于 此 ， 
有 人 提出 了 p 因子 作用 的 “ 热 追 模型 ” 
(the hot pursuit model), 该 模型 认为 (图 
36-12): 首 先 ,p 因子 识别 转录 物 5 端 
的 rd 位 点 并 与 之 结合 ,以 水 解 ATP 






RNA RNA 在 3' 端 


茎 环 结构 
转录 泡 塌陷 和 关闭 
RNA 聚合 酶 停顿 








一 一 RNA 聚合 酶 


p 因子 识别 .结合 mu 位 点 
以 水 解 ATP 为 动力 , 问 3 端 移动 





RNA 聚合 酶 到 达 终 止 区 
1 个 葵 环 结构 导致 其 暂停 





p 因子 通过 其 解 链 酶 的 活 

AIP、| 性 ,强行 解 开 转录 泡 上 的 

RNA/DNA 形成 的 杂交 双 螺 

旋 , 使 RNA 转录 物 得 到 释 
”| 放 从 而 终止 转录 





为 动力 , 沿 着 $ 一 3' 方 向 朝 转录 物 的 3' 端 前 进 , 直 至 遇 到 暂停 在 终止 区 位 置 的 RNA 聚合 酶 ,暂停 的 原 
因 也 是 由 于 转录 物 的 3' 端 形成 茎 环 结构 ,但 后 面 缺乏 一 串 U。 随 后 ,p 因子 通过 解 链 酶 的 活性 ,强行 解 
开 转 录 泡 内 的 RNA/DNA 杂交 双 螺 旋 , 使 转录 物 释放 出 来 ,并 终止 转录 。 

对 p 因子 进行 的 X 射 线 衍 射 分 析 表 明 , 它 的 每 一 个 亚 基 由 2 个 结构 域 组 成 ,其 N 端 结构 域 结 合 
RNA,C 端 结构 域 结合 ATP ,在 结构 上 和 参与 氧化 磷酸 化 的 PFu-ATP 合 酶 的 w 和 B 亚 基 同 源 。 整 个 p 
因子 的 三 维 结构 呈 锁 紧 垫 圈 状 的 螺旋 。 螺 旋 沿 着 螺旋 轴 约 上 升 4.5 nm, 直 径 为 12 nm, 内 部 有 一 个 直 
径 约 为 3 nm 的 孔 。 首 尾 两 个 亚 基 在 没有 结合 RNA 的 时 候 有 1.2 nm 的 空隙 ,但 一 旦 结合 RNA ,空隙 
立刻 消失 ,这 时 候 的 p 因子 就 像 一 个 密闭 的 环 套 在 RNA 链 上 。 每 2 个 亚 基 构 成 1 个 单位 ,因此 1 个 p 
因子 共有 3 个 单位 。p 因子 在 作用 的 时 候 ,3 个 单位 在 某 一 个 瞬间 的 构象 并 不 相同 ,而 是 通过 结合 和 
水 解 ATP 使 构象 交替 发 生 改 变 ,这 类 似 于 FFu-ATP 合 酶 在 合成 ATP 时 ,所 使 用 的 “结合 变化 机制， 
于 是 p 因子 像 一 个 分 子 马达 一 样 , 沿 着 mRNA 轨道 朝 着 3' 端 进发 。 

某 些 蛋白 质 能 够 干扰 p 因子 的 终止 作用 ,并 以 此 作为 调节 基因 表达 的 一 种 手段 ,如 14 叹 菌 体 表达 
的 N 蛋白 就 有 这 样 的 功能 (参看 第 四 十 二 章 “原核 基因 表达 的 调控 ”)。 


第 四 节 ，” 真 核 生物 核 基 因 的 转录 


一 、 真 核 细胞 核 转 录 系 统 与 细菌 转录 系统 的 异同 

虽然 这 两 大 转录 系统 在 转录 的 基本 机 制 上 十 分 相似 ,但 真 核 生物 具有 以 下 几 点 特殊 的 性 质 : 

1. 染色 质 和 核 小 体 结构 对 转录 有 深刻 的 影响 

真 核 生物 的 核 基 因 处 于 核 小 体 和 染色 质 结 构 之 中 。 可 以 预见 , 某 个 基因 在 转录 之 前 或 转录 之 
中 ,其 所 在 位 置 的 核 小 体 结构 和 染色 质 构象 必须 发 生 某 种 有 利于 转录 的 变化 , 即 染色 质 发 生 重 塑 
(Cremodeling), 使 染色 质 构象 从 紧密 状态 变 为 松散 状态 。 因 为 只 有 这 样 , 参 与 转录 的 一 系列 酶 和 和 蛋白 质 
才能 有 效 地 识别 启动 子 和 模板 等 ,并 形成 有 功能 的 转录 复合 物 (参看 第 四 十 三 章 “ 真 核 生 物 的 基因 表 
达 调 控 ”/ 第 一 节 "在 染色 质 水 平 上 的 基因 表达 调控 ”)。 

2. RNA 聚合 酶 高 度 分 工 (参见 本 章 “RNA 聚合 酶 的 结构 与 功能 ”) 

3. 转录 还 需要 许多 被 称 为 转录 因子 的 蛋白 质 的 参与 

转录 因子 有 基础 转录 因子 (basal transeription factor) 和 特异 性 转录 因子 (specifie transcription 
factor), 前 者 是 所 有 的 基因 转录 所 必需 的 ,也 称 为 普遍 性 转录 因子 (general transcription factor), 而 后 者 为 
特定 的 基因 转录 所 必需 的 ,也 称 为 调控 性 转录 因子 (regulatory transcription factor)。 对 于 RNA 聚合 酶 
I 和 下 负责 转录 的 基因 ,在 所 有 的 细胞 中 都 表达 ,因此 所 需要 的 转录 因子 一 般 都 是 基础 转录 因子 。 而 
RNA 聚合 酶 开 催 化 转录 的 基因 ,有 的 在 所 有 的 细胞 都 表达 ,有 的 则 具有 组 织 特异 性 。 组 织 特异 性 表达 
的 基因 显然 需要 特异 性 转录 因子 。 

基础 转录 因子 的 功能 包括 :作为 装配 因子 或 定向 因子 去 识别 和 结合 核心 启动 子 ,招募 RNA 聚 
合 酶 开 正 确 地 与 启动 子 结 合 ,促进 DNA 的 解 链 及 调节 RNA 聚合 酶 的 活性 ; 与 其 他 上 游 元 件 或 反 
式 作 用 因子 结合 或 相互 作用 ;参与 蛋白 质 与 蛋白 质 的 相互 作用 ,有 助 于 转录 起 始 复合 物 的 装配 和 

4. 启动 子 以 外 的 序列 参与 调节 基因 的 转录 

这 些 特 殊 的 序列 因为 与 转录 的 基因 位 于 同一 条 染色 体 DNA 上 , 呈 顺 式 关 系 , 所 以 一 般 通称 为 顺 
式 作用 元 件 (cis-acting element)。 然 而 , 顺 式 作用 元 件 单 独 起 不 了 作用 ,只 有 在 结合 了 特殊 的 蛋白 质 因 
子 以 后 才 行 。 就 结合 在 顺 式 作用 元 件 上 的 蛋白 质 因子 而 言 ,它们 本 身 的 基因 一 般 位 于 其 他 的 染色 体 
DNA 分 子 上 ,与 调节 的 基因 呈 反 式 关 系 , 故 被 称 为 反 式 作用 因子 (itrans-acting factors)。 
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5. 转录 与 翻译 不 存在 偶 联 关系 

细菌 的 mRNA 一 旦 开始 合成 ,核糖 体 就 与 其 $ 端 结合 ,启动 翻译 ,在 转录 与 翻译 之 间 存 在 偶 联 关 
系 。 但 真 核 细胞 的 转录 和 翻译 分 别 发 生 在 细胞 核 和 细胞 质 , 在 时 空 上 完全 分 割 , 没 有 偶 联 关系 。 

6. 转录 的 产物 多 为 单 顺 反 子 , 而 原核 基因 的 转录 产物 多 为 多 顺 反 子 

细菌 功能 相关 的 基因 通常 共享 一 个 启动 子 , 以 一 个 共同 的 转录 单位 进行 转录 ,因此 产物 为 多 顺 反 
子 。 而 真 核 生 物 的 绝 大 多 数 基 因 都 有 自己 的 启动 子 , 独 立地 进行 转录 ,因此 产物 为 单 顺 反 子 。 


二 、 真 核 细 胞 核 DNA 的 转录 

真 核 细 胞 核 内 的 3 种 聚合 酶 负责 不 同性 质 基因 的 转录 , 现 分 别 加 以 讨论 。 

(一 ) RNA 聚合 酶 [ 所 负责 的 基因 转录 

RNA 聚合 酶 [ 在 核 仁 催化 28S TRNA、18S rRNA 和 5.8S rRNA 的 转录 。 这 3 种 rRNA 的 合成 受 同 
一 个 启动 子 控制 ,45S rRNA 是 它们 的 共同 前 体 。 

1. 启动 子 

这 类 启动 子 本 来 就 属于 强 启动 子 ,但 具有 一 定 的 物种 特异 性 (species specificity), 即 某 一 物种 的 启 
动 子 只 对 本 物种 的 基因 转录 有 效 ,对 其 他 物种 无 效 。 在 结构 上 , 它 包 括 两 个 部 分 :其 一 为 位 于 -31 区 
到 +6 区 之 间 的 核心 启动 子 (core promoter) 与 基因 的 基础 转录 有 关 ; 其 二 是 位 于 -187 区 到 -107 
区 之 间 的 上 游 启动 子 元 件 (upstream control element,UCE) 一 一 与 基因 的 有 效 转 录 有 关 。 

UCE 与 核心 启动 子 的 序列 高 度 同 源 , 约 有 85% 的 序列 相同 。 两 者 都 富 含 GC(60%), 但 核心 启动 
子 在 转录 起 始点 附近 却 倾向 于 富 含 AT, 这 显然 有 利于 DNA 双 螺 旋 的 解 链 。 

2. 基础 转录 因子 一 一 TFT 

RNA 聚合 酶 I 需要 2 种 转录 因子 :一 种 是 UCE 结合 因子 (UCE binding factor,UBF), 它 为 单一 的 多 
肽 ,无 物种 特异 性 ,负责 识别 .结合 UCE 和 核心 启动 子 上 富 含 GC 的 序列 ; 另 一 种 是 选择 因子 1 (selectivity 
factorl ,SL1), 具 有 物种 特异 性 ,由 多 个 亚 基 组 成 ,包括 1 个 TATA 盒 结 合 蛋白 (TATA box binding protein， 
TBP) 和 3 个 TBP 相关 因子 (TBP associated factor,TAF), 其 中 TBP 为 3 种 RNA 聚合 酶 所 共享 。 

3. 转录 的 起 始 和 延伸 

如 图 36-13 所 示 ,在 转录 的 起 始 阶段 ,UBF 作为 组 装 因子 (assembly factor) 与 核心 启动 子 和 UCE 
结合 。 一旦 UBF 结合 到 启动 子 上 ,SL1 随即 被 招募 上 去 。SLI1 的 结合 一 方面 稳固 了 UBF 和 启动 子 的 
结合 , 另 一 方面 又 作为 定位 因子 (positional factor), 引 导 聚 合 酶 工 正确 地 定位 到 启动 子 上 ,为 转录 从 正 
确 的 起 始点 开始 创造 了 条 件 。 没 有 UBF ,rDNA 也 能 转录 ,但 效率 会 大 大 降低 。 

4. 转录 的 终止 

这 类 基因 的 转录 终止 于 一 个 由 18 nt 组 成 的 分 散 的 终止 子 区 域 ,该 终止 子 序列 位 于 编码 区 末端 序 
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36-13 RNA 聚合 酶 I 所 负责 的 基因 的 转录 (Watson 等 ,2007) 


中 间 元 件 
Fr- 一 一 转录 起 始点 
SS rRNA 的 基因 EREEEEREOTOEEOTES 生 玫 生 T 关 和 
和 A 售 C 售 
Fr 一 一 转录 起 始点 


tRNA 的 基因 FE 下 二 三 二 二 有 生 国 | 


U6-anRNA 的 基因 [7 人 人] 
DSE PSE TAIA 盒 


侠 36-14 由 RNA 聚 合 酶 亚 催 化 转录 的 基因 的 启动 子 结构 


清楚 。 在 小 鼠 细胞 内 ,一 旦 RNA 聚合 酶 I 遇 到 结合 在 终止 子 上 的 TTF-1, 终 止 便 发 生 了 :先是 TTF-1 
招募 1 种 释放 因子 ,催化 3 端的 形成 ;然后 ,1 种 外 切 酶 可 剪 切 rRNA 前 体 新 生 的 3' 端 ,产生 成 熟 的 3' 端 ; 
最 后 ,RNA 聚合 酶 [ 与 模板 解 离 。 

(二 ) RNA 聚合 酶 亚 所 负责 的 基因 转录 

该 酶 负责 稳定 的 小 RNA 的 转录 ,如 tRNA .5S rRNA、7S RNA 和 无 帽子 结构 的 snRNA。 

1. 启动 子 

此 类 启动 子 分 为 两 种 类 型 (图 36-14): 一 类 与 RNA 聚合 酶 开 相 似 ,也 位 于 基因 的 上 游 ,含有 TATA 
盒 `. 近 端 序 列 元 件 (proximal sequence element,PSE) 和 远 端 序列 元 件 (distal sequence element,DSE)， 
如 7SK RNA7SL RNA 和 U6 snRNA; 另 一 类 位 于 基因 内 部 ,属于 内 部 启动 子 (internal promoter), 如 
人 iRNA SSL rRNA 和 腺 病毒 的 VA RNA。 绝 大 多 
数 tRNA 基因 的 启动 子 包 括 A 盒 (A Box) 和 B 盒 
(B box), 两 盒 分 别 对 应 于 tRNA 的 D 环 和 TuC 
环 , 但 tRNAS" 的 基因 也 含有 DSE。A 盒 和 B 盒 


TFIIUIA 同时 与 A 盒 和 
C 盒 的 部 分 序列 结合 “” 的 保守 序列 分 别 是 $-TGGCNNAGTGG-3' 和 5 了- 


GGTTCCGANNCC-3' 。 由 于 它们 是 基因 内 启动 子 ， 
WE 了 因此 本 身 也 被 转录 。5S rRNA 的 启动 子 包括 A 盒 、 
这 二 大 中 间 元 件 (intermediate element,IE) 和 C 盒 。 
合 ， 而 稳定 复合 物 2. 基础 转录 因子 一 一 TFI 
TFI 有 3 种 , 即 TFIIA、B 和 C。 其 中 TFITC 
为 组 装 因子 ,负责 与 A 盒 和 B 念 结合 。TFIITB 是 
TFIIB 结合 在 一 种 定位 因子 ,结合 在 A 盒 上 游 约 50 bp 的 位 
苇 录 起 给 点 内 近 。。 置 ,但 与 它 结合 的 序列 无 特异 性 ,这 说 明 TFIIB 
结合 的 位 置 是 由 TFIIEC 决定 的 。TFIITB 由 TBP、 
TFIITB 相关 因子 (TFIIB-related factor,BRF) 和 
TFIB"” 组 成 。TFHA 由 一 条 肽 链 组 成 ,有 锌 指 
结构 , 它 仅 为 SS rRNA 基因 的 转录 所 必需 的 组 
装 因子 。 
3. 转录 的 起 始 和 延伸 
以 5S rRNA 基因 的 转录 为 例 ( 图 36-15), 首 
先是 TFTITA 与 启动 子 结合 ;然后 ,TFIIA 将 TFTC 
招募 进来 ,形成 一 种 稳定 的 复合 物 ,TFIIC 几乎 覆 
盖 整 个 基因 ;随后 ,TFIKC 再 将 TFIIB 招募 到 转录 
起 始点 附近 ;最 后 ,TBP 将 RNA 聚合 酶 亚 招 募 进 
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来 ,形成 有 功能 的 转录 起 始 复合 物 。 

4. 转录 的 终止 

这 类 基因 转录 的 终止 与 细菌 不 依赖 于 p 因子 的 终止 机 制 有 点 相似 ,需要 1 段 富 含 GC 的 序列 和 1 
小 串 U, 但 TU 的 长 度 短 于 细菌 , 且 富 含 GC 区 域 也 不 需要 形成 茎 环 结构 。 

(三 ) RNA 聚合 酶 下 所 负责 的 基因 转录 

RNA 聚合 酶 开 所 催化 的 基因 的 表达 最 复杂 ,除了 需要 多 种 顺 式 作用 元 件 以 外 ,还 需要 多 种 不 同 的 
反 式 作用 因子 ,其 中 后 者 包括 激活 蛋白 、 辅 激活 蛋白 、 介 导 和 蛋白 和 转录 因子 。 

启动 子 与 其 他 控制 基因 转录 的 顺 式 元 件 

与 mRNA 的 基因 转录 有 关 的 顺 式 作用 元 件 包 括 :核心 启动 子 .调控 元 件 (regulatory element) 增强 
子 和 沉默 子 。 

(1) 核心 启动 子 ”又 名 基础 启动 子 (basal promoter), 其 功能 与 原核 生物 的 启动 子 相 当 , 负 责 招 募 和 
定位 RNA 聚合 酶 开 到 转录 起 始点 ,以 正确 地 启动 基因 的 转录 ,也 可 通过 促进 转录 复合 物 的 装配 或 稳 
定 转录 因子 的 结合 而 提高 转录 的 效率 。 

属于 核心 启动 子 的 有 (图 36-16):TATA 盒 .起 始 子 (initiator,1nr)、TFIB 识别 元 件 (TFIIB recognition 
element,BRE)、 模 体 十 元 件 (motif ten element,MTE) 和 下 游 启 动 子 元 件 (downstream promoter element， 
DPE)。 


,| ECA 大 [人 
5 GGGCGCC TAITAT AT 





TATA 


-40 -20 | 





个 36-16 RNA 聚 合 酶 I 催化 转录 的 基因 可 能 所 具有 的 核心 启动 子 序列 (Voet 等 ,2011) 


TATA 盒 为 一 段 富 含 AT 碱 基 对 的 核 苷 酸 序列 ,位 于 -30~-25 区 域 ,与 细菌 启动 子 的 Pribnow 盒 相 
似 ,但 位 置 不 同 ;mr 覆盖 转录 的 起 始点 ,通常 -1 碱 基 为 C,+1 碱 基 为 A。TATA 盒 和 mr 属于 招募 和 
定位 元 件 , 主要 用 来 决定 转录 的 起 点 ;BRE 位 于 -37~-32 区 域 ,可 视 为 TATA 盒 向 上 游 的 扩展 ,是 转录 
因子 TFIIB 的 识别 序列 ;DPE 位 于 mr 下游, 总 在 +28~+32 区 域 ,其 作用 依赖 于 jmr 的 存在 ;MTE 位 于 
+18~+27 区 域 , 它 的 作用 也 依赖 于 7mr 的 存在 。 

需要 特别 强调 的 是 ,并 非 所 有 和 蛋白质 的 基因 都 有 上 述 5 种 核心 启动 子 元 件 , 有 些 基因 可 能 含有 其 
中 的 某 些 元 件 , 有 些 基 因 也 可 能 都 缺乏 。 据 估计 ,大 概 2/3 的 蛋白 质 基因 无 TATA 盒 ,1/2 的 蛋白 质 基 
因 无 mr。 那 些 既 无 TATA 盒 、 又 无 imr 的 基因 数目 甚 少 ,这 一 类 基因 的 转录 效率 很 低 ,转录 起 始点 的 
位 置 也 不 固定 。 

(2) 调控 元 件 其 作用 是 调节 基因 的 转录 效率 ,包括 上 游 临近 元 件 (upstream proximal element， 
UPE) 和 上 游 诱导 元 件 (upstream inducible element,UIE), 两 者 的 作用 都 需要 结合 特殊 的 反 式 作用 因子 。 

UPE 一 般 为 一 些 短 的 核 苷 酸 序列 ,长 度 在 6~20 nt, 因 位 于 核心 启动 子 的 上 游 附近 而 得 名 , 它 的 存 
在 能 影响 转录 起 始 的 效率 ,但 不 影响 转录 起 点 的 特异 性 。 属 于 UPE 的 有 : 富 含 GC 碱 基 对 的 GCC 盒 、 
CCAAT 盒 、AP2 盒 和 八 聚 核 背 酸 元 件 等 。 其 中 GC 盒 通常 位 于 大 多 数 蛋 白质 基因 (特别 是 管家 基因 ) 
的 上 游 ,而 且 往往 有 多 个 拷贝 。 

UIE 存在 于 核心 启动 子 的 上 游 。 含 有 UIE 的 基因 只 有 在 受到 细胞 内 外 环境 中 各 种 特殊 的 信号 诱 
导 才 表 达 , 或 者 表达 增强 。 常 见 的 UE 有 :激素 应 答 元 件 HRE , 热 激 应 答 元 件 HSE、cAMP 应 答 元 件 
CRE 金属 应 答 元 件 MRE 和 血清 应 答 元 件 SRE 等 。 


(3) 增强 子 和 沉默 子 “增强 子 (enhancer) 是 一 种 能 够 大 幅度 增强 基因 转录 效率 的 顺 式 作用 元 件 ， 
而 沉默 子 (silencer) 正好 与 增强 子 相 反 , 是 一 种 阻止 基因 表达 的 顺 式 作用 元 件 。 它 们 的 作用 都 需要 
特定 反 式 作用 因子 的 结合 ,其 中 与 增强 子 结合 的 反 式 作用 因子 叫 激活 蛋白 ,与 沉默 子 结合 的 叫 阻 歇 
蛋白 。 

与 启动 子 不 同 的 是 ,增强 子 和 沉默 子 的 作用 具有 以 下 特性 :与 距离 无 关 一 一 既 可 以 在 距离 基因 
很 近 的 地 方 , 也 可 以 在 很 远 的 地 方 发 挥 作 用 ;@) 与 方向 无 关 一 一 相对 于 基因 的 方向 可 随意 改变 而 不 影 
响 其 作用 效率 ;G) 与 位 置 无 关 一 一 既 可 以 在 基因 的 上 游 也 可 以 在 基因 的 下 游 ,甚至 可 以 在 基因 的 内 部 
发 挥 作 用 ;和 电 对 临近 的 基因 作用 最 强 ;@ 某 些 增强 子 或 沉默 子 具 有 组 织 特异 性 。 

为 了 解释 为 什么 增强 子 或 沉默 子 能 够 在 距离 启动 子 很 远 的 地 方 起 作用 ,有 人 提出 了 环 出 模型 
(looping-out model)。 该 模型 认为 ,增强 子 或 沉默 子 在 作用 的 时 候 , 位 于 启动 子 与 增强 子 或 启动 子 与 沉 
默 子 之 间 的 碱 基 序列 会 以 环 的 形式 突出 来 。 如 果 是 增强 子 ,那么 与 增强 子 结合 的 激活 蛋白 就 通过 畏 
激活 蛋白 (co-activator), 与 基础 转录 因子 和 RNA 聚合 酶 相互 作用 ,促进 RNA 聚合 酶 和 转录 因子 与 启 
动 子 的 结合 ,从 而 促进 基因 的 转录 (图 36-17); 如 果 是 沉默 子 ,那么 与 沉默 子 结合 的 阻 遇 蛋白 就 通过 辅 
阻 遏 蛋白 (co-repressor), 与 基础 转录 因子 和 RNA 聚合 酶 相互 作用 ,抑制 基因 的 转录 。 


增强 子 核心 启动 子 
让 AN 人 





强 子 结合 ,导致 
DNRA 发 生 弯 曲 


激活 蛋白 与 增 
只 







激活 蛋白 通过 辅 激活 蛋 
白 促进 组 蛋白 的 乙酰 化 
修饰 以 及 染色 质 的 重 塑 
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激活 蛋白 通过 介 导 和 蛋白 
与 转录 因子 /RNA 聚合 
酶 下 相互 作用 ,促进 转 
录 起 始 复合 物 的 组 装 





36-17 ”增强 子 的 作用 机 制 


在 一 个 基因 的 表达 被 激活 的 时 候 , 一 系列 的 激活 蛋白 和 辅 激活 蛋白 被 招募 到 它 的 增强 子 上 ,形成 
一 种 高 度 有 序 的 增强 子 与 蛋白 质 的 三 维 复 合 物 ,此 复合 物 称 为 增强 体 (enhanceosome)。 增 强 体 的 组 装 
具有 协同 性 , 它 通 过 激活 蛋白 与 增强 子 的 结合 ,将 组 蛋白 修饰 酶 .染色 质 重 塑 因 子 和 基础 转录 因子 有 
序 地 招募 到 启动 子 的 周围 ,从 而 激活 基因 的 表达 。 

2. 基础 转录 因子 一 一 TFI 

参与 蛋白 质 基 因 转 录 的 转录 因子 有 基础 转录 因子 和 特异 性 转录 因子 。 前 者 为 所 有 的 蛋白 质 基 因 
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转录 所 必需 ,后 者 为 特定 的 蛋白 质 基因 转录 所 必需 。 

RNA 聚合 酶 开 所 需要 的 基础 转录 因子 有 TEJIA、.B DEF.HS 和 本 等 。 

(1) TFIID 是 一 种 多 亚 基 蛋白 ,由 TBP 和 TAF 组 成 。TBP 有 2 个 非常 相似 的 马 钼 状 结构 域 。 这 
两 个 马 甸 状 结构 域 由 一 个 短 的 碱 性 肽 段 相连 ,这 段 碱 性 肽 段 在 小 沟 与 DNA 结合 ,两 侧 的 马鞍 状 结构 
域 横 跨 在 DNA 分 子 上 。TBP 与 小 沟 的 结合 可 导致 DNA 出 现 80? 的 弯曲 。TFTD 的 功能 包括 :识别 和 
结合 核心 启动 子 ; 结 合 和 招募 其 他 基础 转录 因子 ;作为 多 种 调节 蛋白 的 作用 目标 ;具有 激酶 (磷酸 化 
TFIF) ,组 蛋白 乙酰 转移 酶 和 泛 素 激活 酶 /结合 酶 活性 。 

(2) TFIA 由 3 个 亚 基 组 成 ,其 功能 包括 :与 TBP N 端的 马 钴 状 结构 域 结 合 ;取代 与 TBP 结合 
负 调 控 因 子 ( 如 NC1 和 NC2/DR1); 稳 定 TBP 与 TATA 盒 的 结合 。 

(3) TFIIB 只 由 一 条 肽 链 组 成 ,其 功能 包括 :与 TBP C 端的 马 钼 状 结构 域 结 合 ;与 TFTIIF 的 RAP30 
亚 基 结 合 , 从 而 将 聚合 酶 下 和 TFTF 形成 的 复合 物 招募 到 启动 子 ; 稳 定 TBP 与 DNA 的 结合 ;作为 多 种 
激活 蛋白 的 作用 目标 。 

(4) TFIF 由 RAP38 和 RAP74 亚 基 组 成 ,其 功能 包括 :与 TFIB 和 聚合 酶 开 结 合 ,降低 聚合 酶 与 
非特 异性 DNA 的 相互 作用 ,促进 聚合 酶 与 启动 子 的 结合 ;参与 转录 的 起 始 和 延伸, 降低 延伸 过 程 中 的 
暂停 ,保护 延伸 复合 物 免 受阻 滞 ;RAP74 具有 解 链 酶 活性 ,可 能 参与 启动 子 的 解 链 以 暴露 模板 链 。 在 
无 TFIB 的 情况 下 ,可 刺激 磷酸 酶 的 活性 ,促进 CTD 的 去 磷酸 化 。 

(5) TFIE 由 2 个 亚 基 组 成 ,其 功能 包括 :与 聚合 酶 下 结合 ,招募 TFIH; 调 节 TFIH 的 解 链 酶 、 
ATP 酶 和 激酶 活性 ;参与 启动 子 的 解 链 。 

(6) TFIH 有 9 个 亚 基 ,其 中 有 一 个 亚 基 是 周期 蛋白 H, 同 时 具有 ATP 酶 、. 解 链 酶 和 蛋白质 激酶 
的 活性 。 其 功能 包括 :与 TFTIE 紧密 相连 ,相互 结合 和 调节 ;其 2 个 最 大 的 亚 基 (XPB 和 XPD) 所 具有 
的 解 链 酶 活性 促进 转录 过 程 中 模板 的 解 链 ; 为 第 一 个 磷酸 二 酯 键 的 形成 所 必需 ;激酶 的 活性 导致 聚合 
酶 开 的 CTD 的 磷酸 化 修饰 ,从 而 促进 启动 子 的 清空 。 

(7) 转录 延伸 因子 ”经 纯化 过 的 RNA 聚合 酶 开 在 体外 转录 的 速率 只 有 100~300 ntymin , 远 远 低 于 
体内 转录 的 实际 速率 (1 200~2 000 ntmin), 而 且 转 录 断 断 续 续 ,经 常 发 生 暂停 。 之 所 以 如 此 ,是 因为 体 
内 的 转录 延伸 有 转录 延伸 因子 的 帮助 。 有 两 类 延伸 因子 :一 类 是 基础 延伸 因子 一 一 能 加 快 所 有 和 蛋白 
质 基 因 的 有 效 转录 ; 另 一 类 是 调节 性 延伸 因子 一 一 调节 特定 的 基因 转录 ,人 们 对 这 一 类 还 知之 甚 少 。 

转录 延伸 因子 所 起 的 作用 是 防止 转录 暂停 或 提前 终止 ,促进 转录 在 染色 质 上 的 延伸 。 它 们 对 于 
比较 大 的 基因 的 转录 和 某 些 在 发 育 早期 需要 快速 表达 的 基因 尤为 重要 。 

一 些 重要 的 基础 延伸 因子 也 已 被 鉴定 ,它们 包括 P-TEFb TFIS 延伸 蛋白 (elongin) 和 ELL。 在 这 
些 延 伸 因子 之 中 ,TFTIS 被 研究 得 最 为 详尽 。 

TFIS 的 功能 相当 于 大 肠 杆菌 的 GreB 蛋白 。 如 图 36-18 所 示 ,与 细菌 一 样 , 真 核 生 物 在 转录 延伸 
过 程 中 ,RNA 聚合 酶 下 有 可 能 遇 到 一 些 特别 的 碱 基 序列 ,导致 酶 后 退 ,致使 转录 物 的 3' 端 突出 ,进而 使 
转录 和 暂停。 暂停 的 解除 需要 TFIIS 的 帮助 。TFIIS 含有 两 个 保守 的 区 域 :一 个 中 央 结 构 域 为 结合 RNA 
聚合 酶 下 所 必需 ; 另 一 个 含有 锌 指 模 体 的 C 端 结构 域 可 刺激 RNA 聚合 酶 芋 切 下 在 3' 端 突出 的 几 个 核 
苷 酸 。X 射线 衍射 研究 表明 ,其 锌 指 结构 上 突出 一 个 B 发 夹 结 构 , 正 好 与 聚合 酶 活性 中 心 互补 ,其 中 
的 两 个 不 变 为 发 挥 功 能 所 必需 的 酸性 氨基 酸 与 聚合 酶 I 的 活性 中 心 一 起 装配 成 外 切 酶 活性 中 心 ,而 
与 发 夹 结 构 结合 的 金属 离子 可 能 极 化 水 分 子 , 有 利于 对 磷 原 子 的 亲 核 进攻 。RNA 聚合 酶 的 外 切 酶 活 
性 不 但 可 以 解除 转录 的 暂停 ,还 可 能 用 来 切除 错误 参 人 的 核 苷 酸 ,进行 转录 校对 。 

3. 激活 蛋白 与 辅 激活 蛋白 

激活 蛋白 与 直接 与 增强 子 结合 ,增强 基因 的 表达 效率 , 而 辅 激活 蛋白 也 称 为 辅 激活 物 ,是 辅助 激 
活 和 蛋白 起 作用 的 一 大 类 和 蛋白质 的 总 称 , 主要 包括 组 蛋白 乙酰 转移 酶 复合 物 和 促进 染色 质 构象 松散 的 
各 种 染色 质 重 塑 因子 。 
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36-19 RNA 聚 合 酶 也 催化 的 基础 转录 的 全 过 程 (Mathews 等 ,1999) 
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一 了 NA 聚合 酶 开 


4. 介 导 和 蛋白 

介 导 蛋白 (mediator) 是 在 纯 
化 RNA 聚合 酶 开 时 得 到 的 一 类 
与 CTD 结合 的 庞大 的 蛋白 质 复 
合 物 , 约 由 20 种 蛋白 质 组 成 ,有 
时 被 归 入 辅 激活 蛋白 一 类 。 它 们 
在 细胞 中 的 功能 是 充当 激活 蛋白 
和 阻 遇 蛋白 与 RNA 聚合 酶 / 基 
础 转录 因子 相互 作用 的 桥梁 或 纽 
带 。 无 论 是 激活 蛋白 还 是 阻 歇 和 蛋 
白 ,都 需要 通过 介 导 蛋白 才能 将 
激活 或 阻 遏 基因 转录 的 信息 传递 
给 RNA 聚合 酶 /基础 转录 因子 。 

介 导 和 蛋白 有 2 类 :一 类 为 
SRB 和 蛋白 ,它们 直接 与 CTD 结合 ， 
可 校正 CTD 的 突变 ; 另 一 类 为 
SWISSNF 蛋白 ,其 功能 是 破坏 核 
小 体 结构 ,促进 染色 质 的 重 塑 。 

5. 转录 的 起 始 、 延 伸 和 终止 

一 个 蛋白 质 基 因 的 转录 可 以 
在 没有 激活 蛋白 和 辅 激活 蛋白 的 
存在 下 进行 ,但 这 种 情况 下 的 转 
录 效 率 将 非常 低 , 这 种 最 低 水 平 
的 转录 一 般 被 称 为 基础 转录 。 基 
础 转录 的 起 始 是 由 各 基础 转录 因 
子 和 RNA 聚合 酶 开 按 照 一 定 的 
次 序 (图 36-19), 通 过 招募 的 方式 
形成 PIC。 转录 因子 和 聚合 酶 开 
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与 启动 子 结合 的 大 致 次 序 是 :TFID 一 TFIIA 一 TFIIB 一 (TFIF + RNAP I) 一 TFTE 一 TFIH。 

以 含有 TATA 盒 和 mr 的 启动 子 为 例 , 一 轮转 录 循 环 包 括 以 下 几 步 反应 : 

(1) PIC 的 形成 ”先是 TFID 识别 并 结合 TATA 盒 ,随后 是 TFITA 和 TFIB 被 招募 进来 ,然后 是 
TFIIFV 聚合 酶 工 和 介 导 蛋白 被 招募 进来 ,最 后 是 TFIIE 和 TFIH 的 结合 ,形成 完整 的 PIC( 图 36-20)。 





(2) PIC 从 封闭 状态 转变 成 开放 状态 ”在 开放 状态 下 ,DNA 已 解 链 ,RNA 开始 合成 。 

(3) CTD 的 磷酸 化 ”催化 CTD 磷酸 化 的 蛋白 质 激 酶 有 :TFIIH 分 子 中 的 CDK7 ,与 介 导 和 蛋白 相连 
的 CDK8 ,与 转录 因子 P-TEFb 相连 的 CDK9。 这 些 CDK 都 需要 与 特定 的 周期 蛋白 结合 才 有 活性 。 在 
CTD 高 度 磷 酸化 以 后 , 介 导 蛋白 与 CTD 解 离 。 同 时 高 度 磷酸 化 的 CTD 与 TBP“ 脱 钩 ”。 

(4) RNA 聚合 酶 开 离 开启 动 子 , 启 动 子 被 清空 ,转录 进入 延伸 阶段 。 

启动 子 清 空 以 后 ,TFIE 、TFIH 、TFIA 、TFID 和 介 导 蛋白 仍然 留 在 启动 子 F,TFIS 则 和 TFIF 一 
起 继续 参与 延伸 。 图 36-21 显示 了 由 RNA 聚合 酶 下 催化 的 转录 延伸 复合 物 的 三 维 模式 结构 ,按照 惯 
例 ,聚合 酶 沿 着 DNA 模板 从 3' 一 5 端 移动 。 进 入 酶 的 DNA 被 蛋白 质 钳子 或 颌 (jaw) 握 住 , 受 舵 (rudder) 
的 作用 发 生 解 链 ,RNA 的 3' 端 紧 靠 活性 中 心 的 Mg”*。 和 蛋白 质 壁 (wall) 阻 断 核酸 笔直 穿 过 酶 ,结果 导致 
DNA-RNA 杂交 双 链 的 轴 与 进入 的 DNA 之 间 近 乎 垂直 。 如 此 弯曲 将 DNA-RNA 杂交 双 链 的 末端 暴露 
给 从 漏斗 状 孔 进 入 的 NTPs ,同时 人 迫使 RNA 在 5 端 与 DNA 分 开 , 且 只 能 从 艇 和 和 蛋白质 环 状 盖子 (lid) 
下 方 的 通道 离开 ,防止 DNA-RNA 杂交 双 链 的 长 度 超过 9 bp。 舵 和 盖子 从 一 个 大 的 钳子 (clamp) 中 出 
来 ,钳子 跨 过 活性 中 心 区 域 , 夹 住 DNA, 从 而 提高 转录 的 进行 性 。 

(5) 当 转 录 到 一 定 阶段 ,受到 TFTF 的 刺激 ,CTD 上 的 磷酸 基 团 被 一 种 磷酸 酶 水 解 。 

(6) 转录 终止 ”转录 终止 于 一 段 终止 子 区 域 , 但 终止 子 的 性 质 以 及 它 如 何 影 响 终 止 的 机 制 尚 不 知 
晓 。 已 有 证 据 表 明 , 与 CTD 结合 的 参与 加 尾 反 应 的 CPSF 和 CstF 可 能 在 调节 终止 反应 中 起 作用 。 
原因 是 它们 在 加 尾 反应 中 的 作用 是 先 识别 位 于 转录 物 3' 端 附近 的 加 尾 信号 ,然后 再 在 加 尾 信号 的 下 
游 某 一 位 置 引入 切口 ,为 多 聚 A 聚合 酶 的 作用 做 准备 (参看 第 三 十 七 章 "转录 后 加 工 ”)。 显 然 ,转录 
物 在 3' 端 受到 剪 切 以 后 ,转录 是 很 难 继续 下 去 了 ,自然 地 进入 终止 阶段 。 而 转录 一 旦 终止 ,RNA 聚合 
酶 II/TFIF 复合 物 则 离开 模板 ,与 介 导 蛋白 再 结合 ,重新 启动 下 一 轮 的 转录 。 
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36-21 RNA 聚合 酶 工 催化 的 转录 延伸 


第 五 节 ” 古 菌 的 DNA 转录 


与 复制 系统 相 比 古 菌 似乎 拥有 简 版 的 真 核 转 ee 


录 系 统 。 无 论 是 催化 转录 的 RNA 聚合 酶 的 结构 和 
性 质 , 还 是 启动 子 的 结构 以 及 转录 的 基本 过 程 都 与 人 


TBP 和 TFB 与 
真 核 生 物 极 为 相似 。 然 而 ,在 基因 表达 的 调控 方面 ， 启动 子 的 结合 一 一 呈 


吉 菌 与 细菌 接近 (参看 第 四 十 二 章 "原核 生物 的 基 
因 表 达 调 控 ”)。 

在 启动 子 的 结构 上 , 古 菌 类 似 于 真 核 生 物 中 
由 RNA 聚合 酶 下 所 负责 转录 的 基因 ,一 般 由 3 个 
部 分 组 成 :一 是 位 于 转录 起 点 上 游 的 TATA 盒 , 它 
由 TBP 识别 ;二 是 位 于 TATA 盒 上 游 的 BRE, 它 由 
TEFB 识别 ;三 是 位 于 转录 起 点 的 起 始 子 元 件 CTmr)。 

古 菌 DNA 转录 起 始 的 基本 过 程 是 (图 36- 
22): 首 先是 TBP 结 合 TATA 盒 , 然 后 是 TFB 结合 
BRE ,随后 RNA 聚合 酶 被 招募 到 启动 子 上 ,启动 基 
因 的 转录 。 整 个 过 程 与 真 核 生 物 相 似 , 只 是 需要 的 
转录 因子 数目 要 少 。 关 于 古 菌 的 转录 终止 机 制 还 
知道 的 不 多 ,有 些 十 菌 可 能 使 用 类 似 于 细菌 的 不 依 
赖 于 p 因子 的 终止 机 制 ,因为 尚未 发 现任 何 与 细菌 的 p 因子 相似 的 终止 蛋白 。 












RNA 聚合 酶 被 
招募 到 启动 子 








框 36-2 生化 研究 动态 一 当 转 录 遇 到 DNA 损伤 
DNA 损伤 随时 都 可 能 发 生 ,损伤 位 点 可 能 正好 位 于 一 个 正在 转录 的 基因 内 部 。 体 外 实验 表明 ,试管 
中 的 DNA 在 转录 的 时 候 ，RNA 聚合 酶 如 果 遇 到 缺口 或 空白 序列 (无 碱 基 位 点 ), 可 继续 转录 ,但 会 漏 掉 损 
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伤 部 位 的 序列 。 那 么 ,细胞 内 的 情况 又 是 如 何 呢 ? 

如 果 损 伤 并 不 严重 ,细胞 内 的 修复 系统 会 及 时 将 损伤 进行 修复 。 若 损伤 正好 发 生 在 一 个 基因 的 内 部 ， 
并 且 被 正在 转录 的 RNA 聚合 酶 遇 上 ,还 可 激活 专门 的 转录 偶 联 修复 系统 ,从 而 防止 聚合 酶 转录 出 错误 的 
RNA。 如 果 损 伤 比较 严重 ,上 且 超过 了 机 体 修复 的 能 力 ,这 时 不 仅 对 DNA 复制 ,也 会 对 DNA 转录 带 来 不 
利 的 影响 。DNA 复制 可 以 通过 跨 损 伤 合成 的 方式 跨 过 损伤 ,但 代价 是 引入 了 突变 。 那 么 ,DNA 转录 有 没 
有 类 似 的 跨 损 伤 转录 的 方式 ,从 而 导致 发 生 转录 水 平 的 突变 呢 ? 

为 了 弄 请 这 个 问题 ,2010 年 美国 Emory 大 学 的 Cheryl Clauson 等 人 设计 了 一 个 很 巧妙 的 实验 。 实 验 
以 受到 损伤 的 荧光 素 酶 的 基因 为 对 象 。 之 所 以 选择 菊 光 素 酶 的 基因 ,是 因为 获 光 素 酶 可 以 发 出 容易 检测 
的 荧光 。 她 在 体外 先 将 一 个 终止 密码 子 引 入 到 荧光 素 酶 基因 的 内 部 ,而 引信 的 损伤 就 在 模板 链 的 这 个 位 
置 (图 36-23)。 然 后 将 带 有 损伤 的 荧光 素 酶 基因 导 人 到 已 经 丧失 了 某 些 修复 功能 的 细菌 内 ,这 实际 上 模 
拟 了 细菌 DNA 在 受到 严重 的 损伤 (如 辐射 和 大 量 诱 变 剂 的 作用 ) 时 的 状况 。 此 外 ,Clauson 还 使 用 新 生 霉 
素 (novobiocin) 关 闭 了 细菌 的 DNA 复制 ,这 又 模拟 了 细菌 生 长 缓慢 时 的 状况 。 


DNA 3 TAGCTIAAGGA. .3 修复 $ ...IACTAAGGA.. .3 


3 ATG EECT. .3 3 .ATGECCT 9 
转录 突变 转录 突变 
RNA 4 ...UACAAAGGA...3' 4 ...UACUAAGGA...3' 
(Lys) 终止 密码 子 
| 翻译 | 翻译 
蛋白 质 (有 活性 的 荧光 素 酶 ) (无 活性 的 荧光 素 酶 ) 


侠 36-23 ”荧光 素 酶 基因 损伤 的 设计 及 其 在 细胞 内 转录 的 预测 


显然 ,只 有 进行 跨 损 伤 转 录 , 且 转录 发 生 了 错误 , 即 转录 没有 漏 掉 任 何 序列 ,并 将 终止 密码 子 转录 成 
一 个 正常 的 氨基 酸 的 密码 子 , 才 有 可 能 产生 正常 的 效 光 素 酶 mRNA, 并 进一步 翻译 出 有 功能 的 菊 光 素 。 

Clauson 的 实验 发 现 , 损伤 的 荧光 素 酶 基因 在 细菌 体内 可 以 通过 跨 损 伤 转录 的 方式 ,得 到 正常 的 荧光 
素 酶 ,而 且 RNA 聚合 酶 在 缺口 处 可 随机 揪 人 碱 基 , 但 更 倾向 于 插入 A。 该 结果 表明 ,如 果 细 胞 启动 了 一 
个 基因 的 转录 ,但 DNA 损伤 还 没有 修复 , 它 仍然 可 以 导致 基因 在 转录 水 平 上 发 生 突变 。 


科学 故事 一 一 mRNA 的 发 现 

在 明确 DNA 含有 基本 的 遗传 信息 后 很 长 的 一 段 时 间 内 ,人 们 对 于 遗传 信息 是 如 何 表达 的 可 以 说 是 
一 无 所 知 。 核 昔 酸 序列 的 差异 是 怎样 转化 成 一 头 大 象 和 一 只 跳蚤 之 间 的 悬殊 差别 呢 ? 即使 在 Wagon 和 
Crick 于 1953 年 提出 DNA 双 螺 旋 结 构 以 后 的 几 年 里 ,科学 家 对 上 述 问 题 仍 然 是 一 筹 莫 展 。 

1960 年 , Francois Jacob 和 Matthew Meselson 确定 了 蛋白 质 是 在 细胞 质 的 核糖 体 上 组 装 的 。 这 个 重要 
的 发 现 表明 ,细胞 核 里 的 染色 体 和 细胞 质 中 的 核糖 体 之 间 必 然 有 一 种 联系 的 桥梁 , 即 细胞 内 存在 一 种 将 细 
胞 核 里 的 遗传 信息 转移 到 细胞 质 的 机 制 。 于 是 ,他 们 提出 了 mRNA 假说 。1964 年 ,Sydney Brenner 使 用 
实验 了 证 明了 mRNA 假说 是 正确 的 。 

在 mRNA 假说 提出 之 前 ,就 有 人 曾经 提出 过 最 简单 的 染色 体 模 板 假说 。 这 种 假说 认为 , 蛋白质 是 直 
接 在 染色 体 DNA 上 合成 的 。 然 而 ,该 假说 一 提出 ,很 快 就 得 到 了 和 否定 ,因为 当时 已 有 证 据 显 示 , 蛋 和 白质 是 
在 细胞 质 里 合成 的 。 那 么 ,蛋白 质 究竟 在 细胞 质 的 哪 一 个 地 方 组 装 而 成 的 呢 ? 

为 了 解决 这 个 问题 ,Jacob 和 Meselson 开始 选用 细菌 为 研究 对 象 。 他 们 将 放射 性 5 加 入 到 细菌 的 培 





养 基 中 , 以 使 细胞 内 的 Cys 和 Met 能 被 、S 标记 ,而 被 标记 的 Cys 和 Met 会 参 人 到 合成 的 多 肽 链 上 ,但 不 
会 参 人 到 DNA 或 碳 水 化 合 物 上 。 这 样 他 们 建立 了 一 种 追踪 蛋白 质 合成 的 方法 (图 36-24)。 细 菌 在 经 过 
一 段 时 间 标记 以 后 ,他 们 使 用 逮 和 的 方法 将 它们 打破 ,然后 使 用 芒 糖 密度 梯度 离心 对 细胞 的 组 分 进行 分 
离 , 结 果 发 现 同位 素 标记 的 新 合成 的 蛋白 质 与 核糖 体 结合 。 如 果 先 让 ”S 短暂 标记 (脉冲 ), 然 后 使 用 大 量 
的 ”S 进行 追踪 ,就 会 发 现 与 核糖 体 结合 的 放射 性 存留 的 时 间 很 得, 在 追 陈 实验 不 久 , 就 发 现 核糖 体 失去 绝 
大 多 数 放射 性 ,而 失去 的 ”“s 标记 出 现在 细胞 可 溶性 蛋白 上 。 这 说 明 在 脉冲 标记 期 间 合 成 的 蛋白 质 已 经 完 
成 并 离开 了 核糖 体 。 上 述 实 验 表 明 , 蛋 自 质 是 在 含有 RNA 的 核糖 体 上 从 毛 基 酸 合成 而 来 的 ,一 旦 合成 完 
成 ,就 从 核糖 体 上 释放 出 来 。 










含有 ”NH.CI1 和 
BC- 葡 萄 糖 的 培养 基 
















We 


放射 性 RNA 


图 36-24 Brenner\Jacob 和 Meselson 的 实验 图 解 


当 确定 核糖 体 是 蛋白 质 合成 的 场所 以 后 ,Jacob 和 Meselson 曾 想 过 :会 不 会 是 核糖 体 里 面 的 RNA 作 
为 翻译 的 模板 呢 ? 也 许 是 核糖 体 RNA 负责 将 细胞 核 里 的 遗传 信息 传 到 细胞 质 。 如 果 的 确 如 此 , 那 细胞 
内 就 应 该 有 许多 不 同 的 核糖 体 。 不 同 的 核糖 体 应 该 含有 不 同 的 RNA 模板 ,而 不 同 的 了 RNA 模板 应 该 来 自 
不 同 的 基因 ,编码 大 小 不 一 的 蛋 和 白质。 然而 ,这 种 可 能 性 很 快 就 被 排除 ,因为 他 们 发 现 核糖 体 是 完全 一 
样 的 。 
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既然 编码 遗传 信息 的 DNA 在 细胞 核 里 ,而 遗传 信息 最 后 的 表达 发 生 在 细胞 质 的 核糖 体 上 ,而 现在 又 
发 现 核糖 体 RNA 也 不 可 能 是 传递 信息 的 媒介 ,那么 ,在 细胞 内 肯定 存在 其 他 的 成 分 ,充当 遗传 信息 传递 
的 载体 。 鉴 于 细胞 内 大 多 数 RNA 是 丰 NA, 但 并 不 都 是 取 NA, 也 许 细胞 内 还 有 其 他 种 类 的 RNA 充当 
遗传 的 信使 。 于 是 在 1961 年 ,Jaceb 和 Jacques Monod 提出 了 信使 RNA 假 阅 ,认为 细胞 内 肯定 存在 一 种 
特殊 的 RNA 是 直接 从 DNA 上 合成 的 ,它们 的 序列 与 DNA 上 的 基因 序列 互补 ,然后 被 运输 到 细胞 质 为 
蛋白 质 合成 提供 模板 。 在 一 种 蛋白 质 合成 结束 以 后 ,其 mRNA 将 离开 核糖 体 ,为 其 他 的 mRNA“ 让 路 ”。 

mRNA 的 假说 很 快 得 到 了 Brenner、Jacob 和 Meselson 的 实验 确认 。 他 们 使 用 噬菌体 感染 大 肠 杆 菌 ， 
发 现 感染 后 不 久 ,就 有 一 种 病毒 特异 性 的 RNA 被 合成 ,并 且 很 快 和 细菌 内 本 来 存在 的 核糖 体 结合 。 但 
这 种 新 的 病毒 RNA 并 不 是 核糖 体 的 永久 性 成 分 ,而 只 与 核糖 体 短暂 结合 。 这 不 正 是 假说 中 预测 到 的 
mRNA 分 子 吗 ? 

mRNA 假说 的 精髓 是 ,细胞 内 应 该 有 一 类 充当 信使 的 RNA 分 子 , 它 们 由 许多 不 同 的 mRNA 分 子 组 
成 ,每 一 种 mRNA 在 核 昔 酸 序列 上 对 应 于 DNA 分 子 上 一 段 特 定 的 核 音 酸 序列 。 按 照 这 种 假 阅 ,核糖 体 
RNA 无 基因 特异 性 ,这 是 与 mRNA 最 重要 的 差别 ;核糖 体 仅仅 是 作为 一 种 被 动 的 制造 蛋白 质 的 工矿, 相 
同 的 核糖 体 可 以 翻译 各 种 不 同 的 mRNA 分 子 。 基 因 特 异 性 的 遗传 信息 在 假定 的 mRNA 分 子 上 ,而 不 是 
在 核糖 体 。Brenner、Jacob 和 Meselson 接着 要 做 的 是 改变 基因 的 蓝图 ,检验 老 的 核糖 体能 否 一 视 同仁 地 合 
成 出 蛋白 质 。 他 们 首先 将 大 肠 杆 菌 放 在 含有 2NH:CL1 和、 C- 葡萄 糖 的 培养 基 上 培养 几 代 , 让 细菌 利用 培 
养 基 中 重 的 同位 素 氮 源 和 碳 源 ,作为 合成 碳水 化 合 物 、 蛋 白质 和 核酸 的 原料 ,使 细菌 上 的 各 种 成 分 (包括 细 
将 核 糖 体 ) 在 若干 代 培 养 以 后 能 被 重 的 同位 素 标 记 。 人 然后 ,他 们 使 用 T4 叭 菌 体感 染 细菌 以 改变 遗传 信息 。 
当时 已 经 知道 ,这 一 类 病毒 感染 宿主 细胞 以 后 ,会 破坏 细菌 DNA ,并 以 自身 的 DNA 作为 遗传 信息 的 来 源 ， 
指导 病毒 蛋白 质 的 合成 。 如 果 核 糖 体 带 有 基因 特异 性 的 信息 ,那么 ,新 的 由 病毒 指导 的 核糖 体 也 应 该 产生 ; 
相反 ,如 果 核 糖 体 仅仅 是 一 种 被 动 的 合成 蛋白 质 的 工厂 ,那么 , 老 的 细菌 核糖 体 在 病毒 控制 细 著 以 后 照样 
被 用 来 合成 由 病毒 DNA 指导 的 蛋白 质 。 于 是 ,他 们 的 实验 要 解决 的 核心 问题 是 ,感染 细菌 的 病毒 用 来 制 
造 病毒 蛋白 质 的 核糖 体 需要 按照 病毒 的 指令 合成 新 的 ,还 是 原 有 的 细菌 核糖 体 就 行 。 于 是 ,Brenner、Jacob 
和 Meselson 先 使 用 重 同位 素 标记 细菌 ,然后 ,在 T4 叹 蓝 体感 染 细菌 以 后 ,将 细菌 转移 到 正常 的 轻 的 培养 
基 上 培养 ,同时 ,将 放射 线 标记 的 RNA 合成 前 体 人 c- 尿 喀 啶 ) 加 到 培养 基 上 。 可 以 预计 ,新 制造 的 核糖 
体 将 是 经 的 ,新 合成 的 RNA 将 会 带 放射 性 。 按 照 上 述 程序 ,病毒 指导 的 合成 进行 一 段 时 间 以 后 ,裂解 细菌 ， 
对 核糖 体 进 行 CsCl 密度 梯度 离心 分 析 。 

他 们 的 实验 结果 表明 ,病毒 感染 的 细胞 没有 制造 新 的 轻 核糖 体 ,它们 使 用 的 核糖 体 仍 然 是 以 前 重 的 
旧 核 糖 体 。 由 此 可 见 ,T4 噬菌体 实际 上 "用 旧 瓶 装 新 酒 " ,利用 老 的 细菌 核糖 体 合成 新 的 病毒 蛋白 质 。 病 
毒 指 导 的 含有 ”C 标记 的 新 RNA 在 病毒 感染 以 后 被 合成 ,这 种 新 合成 的 RNA 先 与 细菌 内 旧 的 核糖 体 结 
合 在 一 起 ,然后 再 发 生 解 离 ! 当 将 病毒 指导 合成 的 含有 “C 标记 的 RNA 与 病毒 DNA 混合 在 一 起 时 ,发 
现 它们 很 容易 杂交 ,而 将 病毒 RNA 与 细菌 DNA 混合 在 一 起 时 ,并 无 杂交 事件 发 生 。 这 些 实验 结果 证 明 
了 mRNA 假 阅 是 正确 的 。 


本 章 小 结 填 填 看 。 推荐 网 址 : 


1. http:Jenwikipediaorg/wiki/Transeription_(genetics) (维基 百科 有 关 DNA 转录 的 内 容 ) 
2. http :Wwww.nature.com/scitable/topicpage/dna-transcription-426 (Nature 杂志 图 书馆 提供 的 有 关 DNA 
转录 的 内 容 ) 
3. http://web.virginia.edu/Heidi/ehapter31/echp31frameset.htm (美国 弗吉尼亚 大 学 大 学 生化 在 线 课程 ,有 
关 DNA 转录 的 内 容 ) 
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4. 
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http :Wbioweb.wku.edu/eourses/biol22000/18TranscInitProk/default.html (美国 西 肯塔基 大 学 基础 分 子 生 
物 学 课程 ,有 关 原 核 基因 转录 的 内 容 ) 
http ://bioweb.wku.edu/eourses/biol22000/19TranscJnitEuk/default.html (美国 西 肯 塔 基 大 学 基础 分 子 生 
物 学 课程 ,有 关 真 核 基 因 转录 的 内 容 ) 
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名 ”第 三 十 七 章 ”转录 后 加 工 


基因 转录 的 直接 产物 称 为 初级 转录 物 (primary transcript)。 初 级 转录 物 一 般 是 无 功能 的 ,它们 在 
细胞 内 必须 经 历 一 些 结构 和 化 学 的 变化 , 即 转录 后 加 工 (post-transcriptional processing) 以 后 , 才 会 有 功 
能 。 转 录 后 加 工 可 能 是 RNA 的 功能 所 必需 的 ,也 可 能 是 基因 表达 调控 的 一 种 手段 。 

RNA 所 能 经 历 的 后 加 工 方式 可 达 10 种 以 上 ,但 后 加 工 反应 的 本 质 要 么 是 增 减 一 些 核 苷 酸 序列 ， 
要 么 是 修饰 某 些 特定 的 核 苷 酸 。 

在 细菌 . 古 菌 和 真 核 生物 中 ,三 种 主要 的 RNA(mRNA、rRNA 和 tRNA) 所 经 历 的 后 加 工 反 应 并 非 
完全 相同 ,即使 同一 种 RNA 前 体 也 可 能 有 不 同 的 加 工 路 线 , 后 一 种 情形 可 导致 一 个 基因 产生 几 种 终 
产物 ,这 已 成 为 真 核 生物 基 因 表 达 调 控 的 一 种 很 重要 的 手段 。 

本 章 将 分 别 介 绍 mRNA .rRNA 和 tRNA 在 细菌 真 核 生物 和 十 菌 中 所 经 历 的 各 种 后 加 工 反应 。 


第 一 节 ”细菌 的 转录 后 加 工 


一 、mRNA 前 体 的 后 加 工 

细菌 的 mRNA 一 般 很 不 稳定 ,很 少 经 历 后 加 工 。 它 们 通常 在 几 分 钟 内 完成 转录 、 翻 译 和 降解 。 实 
际 上 , 绝 大 多 数 mRNA 在 3' 端 还 没有 被 转录 之 前 ,核糖 体 就 结合 到 5' 端 开始 翻译 ,而 当 翻 译 到 3' 端 的 
时 候 ,$ 端 又 开始 降解 。 虽 然 有 些 细 菌 的 mRNA 可 在 3' 端 引入 多 聚 A 尾巴 ,但 这 种 尾巴 结构 也 是 充当 
mRNA 降解 的 信号 。 此 外 , 某 些 唆 菌 体 mRNA 会 发 生 最 简单 的 剪 切 反应 ,将 一 个 多 顺 反 子 切 割 成 单 顺 
反 子 ,也 有 某 些 鸣 菌 体 的 mRNA 含有 内 含 子 , 需 要 经 过 剪接 才能 成 熟 。 


二 、rRNA 前 体 的 后 加 工 

细菌 和 真 核 生物 的 rRNA 基因 都 是 以 多 顺 反 子 的 形式 存在 ,而 在 细菌 中 ,还 可 能 带 有 某 些 tRNA 基 
因 。 要 从 这 种 共 转 录 物 中 分 别 得 到 3 种 rRNA ,首先 需要 剪 切 , 使 它们 从 共 转 录 物 中 释放 出 来 ,然后 还 要 
进行 修剪 ,以 去 除 两 端 多 余 的 核 苷 酸 序 列 ,此 外 ,三 种 rRNA 还 需要 进行 一 些 特定 的 化 学 修饰 。 因 此 , 细 
菌 rRNA 的 后 加 工 包 括 剪 切 (cleavage) 修 剪 (trimming) 和 核 苷 酸 的 修饰 (图 37-1)。 

(1) 剪 切 和 修剪 ”由 特定 的 核糖 核酸 酶 催化 ,是 在 rRNA 与 核糖 体 蛋白 结合 以 后 发 生 的 ,涉及 的 
酶 包括 核糖 核酸 酶 下 .D、FP、M16 和 M5 等 。 其 中 剪 切 为 “ 粗 加工 ”, 由 内 切 酶 从 共 转 录 物 的 内 部 将 各 
rRNA 两 侧 的 多 数 核 苷 酸 切 除 , 并 将 单独 的 rRNA 释放 出 来 ;修剪 为 “ 细 加 工 ”, 由 外 切 酶 从 各 rRNA 两 
端 逐 个 水 解 掉 多 余 的 核 昔 酸 。 在 加 工 过 程 中 ,16S 和 23S rRNA 前 体 之 间 通 过 碱 基 互 补 配对 形成 蕉 环 
结构 ,然后 才能 成 为 核糖 核酸 酶 亚 的 底 物 。 核 糖 核酸 酶 亚 在 荃 部 切 开 rRNA 前 体 ,释放 出 单 体 。 

(2) 核 苷 酸 的 修饰 ”发生 在 剪 切 和 修剪 反应 之 前 ,其 主要 形式 为 核糖 2-OH 的 甲 基 化 , 甲 基 供 体 
为 SAM。 甲 基 化 的 功能 是 消除 -OH 的 亲 核 性 ,从 而 提高 rRNA 的 稳定 性 。 


三 、tRNA 前 体 的 后 加 工 
细菌 的 tRNA 前 体 的 后 加 工 方式 也 包括 剪 切 和 修剪 以 及 核 苷 酸 的 修饰 (图 37-2)。 
(1) 剪 切 和 修剪 ”一 个 典型 的 成 熟 tRNA 约 由 80 nt 组 成 ,但 其 前 体 可 能 有 几 百 个 核 苷 酸 。 多 出 
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37-1 细菌 rRNA 前 体 的 后 加 工 


225 nt 
拖 尾 序列 


5 41nt 


pppG 前 导 序列 (351l nt 前 体 ) 





成 熟 的 大 肠 杆 菌 tRNAY 


称 为 拖 尾 序列 (trailer sequence)。 无 论 是 前 导 序 列 , 还 是 拖 尾 序列 ,都 需要 被 特定 的 核酸 酶 切除 。 某 些 
tRNA 基因 单独 转录 , 某 些 与 rRNA 基因 组 成 多 顺 反 子 共同 转录 。 在 混合 型 RNA-rRNA 前 体 中 ,内 部 
的 tRNA 在 受到 特定 的 核糖 核酸 酶 作用 以 后 ,得 以 释放 。 

在 各 种 核酸 酶 中 ,有 两 种 最 重要 :一 种 是 参与 $ 端 前 切 的 核糖 核酸 酶 P, 它 已 被 证 明 是 一 种 名 副 其 
实 的 核 酶 (参看 第 十 一 章 " 核 酶 的 结构 与 功能 ”), 另 一 种 是 参与 3' 端 剪 切 的 核糖 核酸 酶 Z。 核 糖 核酸 
酶 Z 负 责 切 除 基因 内 部 缺乏 CCA 序列 的 tRNA 的 拖 尾 序列 , 切 点 在 拖 尾 序列 中 第 一 个 没有 配对 的 核 
苷 酸 的 3' 端 。 如 果 一 种 tRNA 的 基因 本 来 就 有 CCA 序列 ,就 由 核糖 核酸 酶 和 D 切除 拖 尾 序列 。 

(2) 核 苷 酸 的 修饰 ”一 个 成 熟 的 tRNA 分 子 约 有 10% 的 核 背 酸 是 被 修饰 的 。 修 饰 主要 集中 在 碱 
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《7, 


基 上 ,修饰 的 方式 有 近 百 种 ,而 每 一 种 修饰 都 是 在 特定 的 修饰 酶 催化 下 完成 的 。 

(3) CCA 的 添加 ”所 有 tRNA 的 3' 端 都 有 CCA 序列 ,但 细菌 tRNA 基因 的 大 多 数 本 来 就 有 CCA， 
故 只 需要 将 其 右 侧 的 拖 尾 序列 切除 就 可 暴露 出 来 。 少 数 tRNA 基因 本 来 没有 CCA ,就 需要 在 tRNA 核 
苷 酸 转 移 酶 催化 下 ,在 核糖 核酸 酶 Z 剪 切 后 留 下 来 的 3' 端 核 苷 酸 的 羟基 上 ,依次 转移 上 CCA 序列 。 


第 二 节 ，” 真 核 生物 的 转录 后 加 工 


真 核 生 物 RNA 前 体 (特别 是 mRNA 前 体 ) 的 后 加 工 反应 远 比 细菌 复杂 。 其 中 的 某 些 后 加 工 反应 
的 性 质 与 细菌 很 相似 ,而 另 一 些 后 加 工 反 应 则 是 真 核 生 物 所 特有 的 。 


一 、mRNA 前 体 的 后 加 工 
真 核 生 物 细胞 术 真 核 生物 的 核 mRNA 必须 在 细胞 核 经 历 多 种 形式 的 后 加 工 反 应 以 后 , 才 会 成 为 有 功能 的 分 子 ,也 
DT 并 被 运输 出 细胞 核 ,再 在 细胞 质 作为 翻译 的 模板 .这 些 后 加 工 反应 包括 :9 端 “ 戴 帽 "(capping).3' 端 “加 
尾 ”(tailing) 内 部 甲 基 化 (internal methylation)、 剪 接 (splicing) 和 编辑 (editing)。 
(一 ) $ 端 " 戴 帽 " 


在 真 核 生物 细胞 核 mRNA 的 $ 端 ,含有 一 个 以 ,5'- 三 磷酸 酯 键 相 连 的 修饰 鸟 苷 酸 ,这 种 特殊 
的 鸟 苷 酸 被 称 为 帽子 结构 (图 37-3), 某 些 snRNA 和 snoRNA 也 有 类 似 的 结构 。 帽 子 结构 有 0 型 1 型 
和 2 型 :具有 0 型 帽子 的 mRNA 前 两 个 被 转录 的 核 昔 酸 的 2- 核糖 OH 都 没有 被 甲 基 化 ;1 型 帽子 的 
mRNA 第 一 个 被 转录 的 核 苷 酸 的 2- 核糖 OH 被 甲 基 化 ;2 型 帽子 的 mRNA 前 两 个 被 转录 的 核 苷 酸 的 
2- 核糖 OH 都 发 生 了 甲 基 化 。 

帽子 一 般 有 4 个 功能 :@D 提 高 mRNA 的 稳定 性 。 帽 子 与 第 一 个 转录 出 来 的 核 苷 酸 之 间 独 特 的 连 
接 方式 ,可 保护 mRNA 抵抗 $- 外 切 酶 的 水 解 ,原核 mRNA 的 半衰期 极 短 可 能 与 无 帽子 结构 有 关 。 


CH 


一 口 
口 





人 
O 
| 
3 
全 | 
口 一 吕 





四 >- 3 真 核 细胞 mRNA 的 帽子 结构 
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@) 参 与 识别 起 始 密码 子 的 过 程 ,提高 mRNA 的 可 翻译 性 。 这 也 就 解释 了 为 什么 几乎 所 有 的 真 核 生 物 
的 细胞 核 mRNA 都 是 单 顺 反 子 。@ 有 助 于 mRNA 被 运输 到 细胞 质 。@ 图 提高 剪接 反应 的 效率 。 

加 帽 反 应 是 一 种 共 转 录 反 应 ,一 般 在 转录 物 的 端 从 RNA 聚合 酶 离开 通道 内 暴露 出 来 以 后 就 开始 了 。 
但 为 什么 RNA 和 TRNA 没有 帽子 结构 呢 ? 之 所 以 只 有 mRNA 以 及 某 些 snRNA 和 snoRNA 才 有 帽子 结构 ， 
是 因为 它们 都 由 RNA 聚合 酶 工 催化 。 事 实 上 ,任何 由 RNA 聚合 酶 开 催 化 转录 的 RNA 肯定 都 有 帽子 结构 ， 
除非 后 来 被 剪 切 掉 了 。 在 转录 进入 延伸 阶段 以 后 ,TF TH 很 快 磷酸 化 CTD 重复 序列 中 的 Ser5。 磷 酸化 的 
Ser5 会 将 转录 因子 DSF 招募 到 转录 复合 物 。 而 DSIF 随后 又 将 另 一 种 转录 因子 NELF 招募 进来 ,使 转录 暂停 。 
上 述 暂 停 允许 加 帽 酶 进入 ,修饰 转录 物 的 端 。 第 三 种 转录 因子 PTEFb 是 一 种 激酶 ,在 帽子 结构 形成 不 久 ， 


| 作 / 人 CTD 的 Ser2 和 NELF。NELF 随 之 失 活 ， 全 全 条 于 条 和 (图 37-4)。 





37-4 ”CTD 的 磷酸 化 与 加 尾 和 戴 帽 反 应 

(二 ) 3' 端 “加 尾 ” 

多 聚 A 尾巴 可 视 为 大 多 数 真 核 细 胞 核 mRNA 3' 端 特有 的 结构 ,其 长 度 在 2530 个 A 左 右 。 在 少数 细 
菌 .上古 菌 和 哺乳 动物 的 线粒体 以 及 植物 的 叶绿体 或 线粒体 中 ,虽然 也 有 mRNA 含有 多 聚 A 尾巴 ,但 与 真 
核 生 物 细 胞 核 mRNA 的 尾巴 相 比 ,尾巴 较 短 .不 稳定 , 且 功能 不 一 样 。 在 细菌 和 植物 的 叶绿体 或 线粒体 


中 ,其 中 的 mRNA 的 尾巴 是 多 聚 
一 也 委 卫 
动物 aa | am 核 苷 酸 磷酸 化 酶 (PNP) 进行 降 


一 AAUAAA 一 和 一 的 信和 号, 而 哺 引 动物 的 线粒体 


高 度 保守 

mRNA 可 通过 加 尾 , 在 3' 端 引入 
酵母 Il0-30m | <30m | 终止 密码 子 或 者 调节 稳定 性 。 
一 天 一 RON 和 两 必 亿 页， 由 于 含有 多 聚 A 尾 巴 的 mRNA 
及 其 从 关 光 谨 列 PCA 的 编码 链 上 并 无 多 聚 A 序 列 , 因 
此 多 聚 A 尾巴 是 在 转录 后 添加 

植物 F- 一 0 ~- 上- 一 全 0 -| 上 去 的 。 
一 王 醒 天 别 | 一 AAUAAA 一 加 尾 位 点 一 一 一 加 尾 反 应 是 精确 的 ,由 两 
及 其 相关 的 序列 YA 种 因素 控制 :一 种 为 顺 式 元 件 


轩 37-5 加 尾 信号 区 国 37- 和 位 于 NA 全 交 


7 


若是 让 RNA 聚合 
酶 开 催 化 rRNA 和 ;tRNA 基因 
的 转录 ,那么 转录 出 来 的 
rRNA 和 tRNA 有 无 帽子 结 
构 ? 为 什么 ? 


521 


组 蛋白 的 mRNA 
既 不 能 进行 剪接 , 又 不 能 进 
行 加 尾 ,你 认为 其 中 的 原因 
和 意义 何在 ? 
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部 ,为 特殊 的 核 苷 酸 序列 ,充当 加 尾 信号 ,可 将 其 视 为 加 尾 反 应 的 “内 因 "”; 另 一 种 为 识别 加 尾 信号 的 蛋 
白质 或 催化 加 尾 反应 的 酶 ,可 将 其 视 为 加 尾 反应 的 “外 因 ”。 

最 重要 的 加 尾 信号 是 AAUAAA。 此 外 ,还 可 能 有 其 他 次 要 的 加 尾 信 和 号。 例如 ,动物 在 加 尾 点 
的 下 游 有 一 段 富 含 U/GU 的 序列 ,还 可 能 在 AAUAAA 的 上 游 有 一 段 富 含 U 的 序列 。 再 如 ,酵母 在 
AAUAAA 序列 的 上 游 还 有 一 段 UAUAUA 序列 ,而 植物 AAUAAA 信和 号 的 上 游 有 一 段 富 含 U 的 序列 。 

参与 加 尾 反应 的 “外 因 ” 有 : 叫 剪 切 /多 聚 腺 苷 酸化 特异 性 因子 (cleavage and polyadenylation specificity 
factor,CPSF), 此 和 蛋白质 识 别 和 结合 AAUAAA 序列 ,并 参与 和 多 聚 A 聚合 酶 以 及 剪 切 刺激 因子 的 相互 
作用 ;@ 剪 切 刺激 因子 (cleavage stimulation factor,CstF), 此 蛋白 质 的 功能 是 识别 GU/U 序列 并 与 CPSF 
结合 ,刺激 剪 切 反 应 ;@ 剪 切 因子 [和 开 (cleavage factor LI/ 开 ,CF LI/), 为 特殊 的 内 切 核酸 酶 ,负责 剪 
切 反 应 ;由 多 聚 A 聚合 酶 (polyA polymerase,PAP), 一 种 不 需要 DNA 模板 并 只 对 ATP 有 亲 和 性 的 RNA 
聚合 酶 ,此 酶 负责 催化 在 切 开 的 mRNA 的 3'-OH 上 添加 多 聚 A;@ 多 聚 A 结 合 蛋白 (polyA binding 
protein,PABP), 其 主要 的 功能 是 与 新 生 的 多 聚 A 结合 ,提高 PAP 的 进行 性 ,刺激 多 聚 A 的 延伸 ,并 控 
制 多 聚 A 的 长 度 。 

加 尾 反 应 的 基本 步骤 详 见 图 37-6。 由 图 中 可 
见 ,加 尾 并 不 是 直接 在 mRNA 前 体 的 3' 端 进行 的 ， 
而 是 在 末端 核 苷 酸 上 游 某 一 特定 的 位 置 发 生 的 , 因 
此 在 真正 的 加 尾 反应 发 生 之 前 , 先 要 进行 一 次 精确 
的 剪 切 反应 ,以 暴露 出 加 尾 处 的 3 -OH。 至 于 加 尾 
点 的 选择 主要 由 加 尾 信 号 AAUAAA 决定 ,该 信号 
位 于 加 尾 点 的 上 游 20~30 nt 的 区 域 。 正 确 的 加 尾 
反应 不 仅 取决 于 上 述 加 尾 信号 ,还 取决 于 一 系列 酶 
和 和 蛋白 质 因 子 , 它 们 所 起 的 作用 是 识别 加 尾 信和 号 
并 众 化 剪 切 以 及 多 聚 腺 苷 酸化 反应 

多 聚 A 尾巴 所 具有 的 可 能 功能 包括 :@ 保 
护 mRNA 抵抗 3'- 外 切 酶 的 消化 ,提高 mRNA 的 
稳定 性 。 已 有 证 据 表 明 , 尾 巴 的 长 度 能 影响 到 
mRNA 的 稳定 性 ,而 且 这 可 能 是 受到 调控 的 。 当 
尾巴 的 长 度 降 到 一 定 的 临界 值 (酵母 少 于 10~15 A) 
以 下 ,常常 充当 mRNA 的 降解 信号 。@) PABP 能 
够 与 帽子 相互 作用 ,增强 mRNA 的 可 翻译 性 ,提高 
其 翻译 的 效率 。@) 影 响 最 后 一 个 内 含 子 的 剪接 。 
ae mRNA 通过 加 尾 ”图 37-6 真 核 细胞 Pre-mRNA 加 尾 反应 模式 图 (Robert 

应 创造 终止 密码 子 。 例 如 在 UG 后 加 尾 可 产生 ”Horton,2006) 
UGA ,在 UA 后 加 尾 产生 UAA。@ 通 过 可 变 加 尾 (alternative ein 调节 基因 的 表达 (参看 第 四 十 三 
章 “ 真 核 生物 的 基因 表达 调控 ”)。@O 有 助 于 加 工 好 的 mRNA 运输 出 细胞 核 。 

多 聚 A 尾 巴 并 不 是 mRNA 翻译 必 不 可 少 的 。 某 些 mRNA 虽然 没有 多 聚 人 ,但 仍然 能 够 正常 地 翻译 ， 
比如 组 蛋白 的 mRNA。 

由 于 真 核 细胞 只 有 mRNA 才 有 多 聚 A 尾巴 ,因此 可 使 用 含有 袁 聚 胸 苷 酸 (oligo T) 或 朝 聚 尿 苷 酸 
(oligo U) 的 树脂 ,将 带 有 多 聚 A 尾巴 的 mRNA 与 其 他 的 RNA 分 开 。 此 外 ,还 可 以 使 用 人 工 合成 的 寡 
聚 脱氧 胸 苷 酸 作为 引物 ,将 含有 多 聚 A 的 mRNA 逆转 录 成 cDNA。 

与 加 帽 反 应 一 样 ,只 有 mRNA 才 会 加 尾 , 也 是 因为 聚合 酶 贡 最 大 亚 基 上 的 CTD 重复 序列 被 TF IH 
磷酸 化 ,但 磷酸 化 位 点 为 Ser2。Ser2 的 磷酸 化 将 加 尾 因 子 招募 到 mRNA 前 体 上 进行 加 尾 反应 。 





加 尾 信 号 





(三 ) 内 部 甲 基 化 

mRNA 的 内 部 甲 基 化 主要 是 指 mRNA 分 子 上 的 某 些 腺 味 叭 (通常 在 GAC 序列 之 中 ) N6 经 历 甲 基 
化 修饰 ,形成 6- 甲 基 腺 味 叭 (N6-methyladenosine,mcA) 的 过 程 。 内 含 子 和 外 显 子 上 都 可 能 发 生 这 样 
的 修饰 。 这 种 修饰 的 功能 尚 不 特别 清楚 ,但 有 证 据 表 明 , 催 化 A 发 生 甲 基 化 修饰 的 甲 基 转移 酶 是 拟 南 
芥 胚 胎 发 育 所 必需 的 。 

(四 ) 剪接 

剪接 这 种 后 加 工 方式 是 在 发 现 基因 断裂 现象 后 确定 的 。1977 年 ,由 Philip Sharp 和 Richard 
Roberts 领导 的 两 个 实验 小 组 几乎 同时 在 腺 病毒 的 晚期 表达 基因 中 ,发现 蛋 白质 基因 断裂 现象 。 

他 们 使 用 的 是 R 环 技术 ,其 操作 流程 如 图 37-7 所 示 ,将 一 种 蛋白 质 基 因 的 mRNA 与 变性 的 基因 
组 DNA 进行 杂交 ,如 果 其 基因 是 连续 的 , 那 mRNA 的 编码 区 序列 与 其 模板 链 序列 呈 连 续 互 补 , 就 不 可 
能 有 非 互 补 序 列 以 环 的 形式 突出 来 ;反之 ,如 果 基 因 是 断裂 的 , 那 在 杂交 以 后 ,由 于 基因 编码 链 上 的 部 
分 序列 已 不 存在 于 成 熟 的 mRNA 分 子 上 ,就 会 以 R 环 的 形式 凸现 出 来 ,在 电镜 下 可 以 观测 到 。 由 于 
mRNA 容易 水 解 ,也 可 以 先 将 它 逆转 录 成 为 稳定 的 cDNA 后 ,代替 mRNA 进行 杂交 实验 。 
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37-7 _R 环 实验 的 流程 及 其 结果 与 解释 


Sharp 和 Roberts 当时 的 实验 结果 出 现 了 3 个 R 环 ,这 表明 他 们 研究 的 基因 断裂 了 3 次 。 到 了 
1978 年 上 半年 ,人 们 使 用 R 环 技术 相继 发 现 很 多 和 蛋白质 以 及 某 些 tRNA 和 rRNA 基因 也 是 不 连续 的 。 
同年 ,Walter Gilbert 引入 了 外 显 子 (exon) 和 内 含 子 (intron) 这 两 个 概念 ,分 别 表示 蛋白 质 基 因 中 编码 氨 
基 酸 和 不 编码 氨基 酸 的 碱 基 序列 。 一 个 断裂 基因 在 转录 的 时 候 , 外 显 子 和 内 含 子 一 起 被 转录 在 同一 
个 初级 转录 物 之 中 ,但 内 含 子 并 不 出 现在 最 终 成 熟 的 mRNA 分 子 上 ,而 是 被 剪 切 出 去 了 。 细 胞 内 这 种 
将 内 含 子 去 除 并 将 相 邻 的 外 显 子 连接 起 来 的 过 程 称 为 剪接 。 

进一步 研究 表明 ,基因 断裂 普遍 存在 于 真 核 细胞 及 其 病毒 的 基因 组 中 ,在 高 等 生物 的 基因 组 中 ， 
只 有 少数 蛋白 质 基 因 是 连续 的 (如 组 蛋白 和 干扰 素 ), 但 在 低 等 的 真 核 生物 中 ,断裂 基因 却 不 多 见 , 例 
如 ,酵母 基因 组 的 大 约 6 000 个 基因 中 ,含有 内 含 子 的 基因 仅 有 239 个 ,而 且 通常 只 有 1 个 内 含 子 。 一 
般 说 来 ,一 个 典型 的 真 核 生 物 蛋 白质 的 基因 由 10% 的 外 显 子 序列 和 90% 的 内 含 子 序列 组 成 。 

不 同 断 裂 基因 含有 的 内 含 子 数目 不 一 定 相 同 ,同样 内 含 子 大 小 也 会 有 差别 。 例 如 , 鸡 卵 清 蛋白 的 
基因 长 达 7.7x10" nt, 有 6 个 内 会 子 ,经 过 剪接 ,最 后 成 熟 的 mRNA 只 有 1 872 nt。 而 抗 肌 营养 不 良 蛋 
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人 类 基因 组 中 ,最 ”和 白 的 基因 (dystrophin) 长 度 在 2x10' nt 以 上 ,共有 78 个 内 含 子 ,而 成 熟 的 mRNA 只 有 1.4x1l0'nt! 
大 的 内 含 子 有 多 大 ? 内 含 子 


Ca Sharmp 和 Roberts 的 发 现 从 根本 上 改变 了 基因 是 连续 的 这 一 传统 观念 ,在 分 子 生物 学 发 展 过 程 中 
含 子 ? 具有 划时代 的 意义 ,他 们 因此 获得 了 1993 年 的 诺 贝尔 生理 学 或 医学 奖 ,然而 内 含 子 是 如 何 被 切除 的 呢 ? 


1. 真 核 细 胞 mRNA 前 体 剪接 的 机 理 

mRNA 前 体 的 剪接 是 高 度 精 确 的 。 其 精确 性 一 方面 取决 于 位 于 外 显 子 和 内 含 子 交界 处 的 剪接 信 
号 一 一 “内 因 ”, 另 外 一 方面 取决 于 5 种 被 称 为 snRNP 的 核糖 核酸 蛋白 质 复合 物 一 一 “外 因 ”。 

(1) 剪接 反应 的 “内 因 ” 通过 比较 多 种 mRNA 剪接 点 周围 的 碱 基 序 列 后 发 现 ,外 显 子 和 内 含 子 交 
界 处 存在 高 度 保守 的 一 致 序列 ,这 些 序 列 充当 控制 剪接 的 顺 式 元 件 ( 图 37-8)。 从 图 中 可 以 看 出 ,作为 
顺 式 元 件 的 保守 序列 存在 于 直接 参与 剪接 反应 的 5$'- 剪接 点 (又 名 供 体位 点 或 左 剪接 点 ).3'- 剪接 点 
(又 名 受 体位 点 或 右 剪接 点 ) 和 分 支点 (branch point)。5'- 剪接 点 的 保守 序列 是 内 含 子 的 前 两 个 GU ,3'- 
剪接 点 的 保守 序列 是 内 含 子 的 最 后 两 个 AG ,此 规律 有 时 称 为 “GU-AG 规则 ”。 位 于 内 含 子 内 部 的 分 
支点 序列 的 保守 性 不 高 ,但 酵母 细胞 的 分 支点 一 致 序列 几乎 总 是 UACUAAC ,该 序列 中 的 一 个 A 对 于 
剪接 反应 的 发 生 是 至 关 重 要 的 。 此 外 ,在 3'- 剪接 点 的 上 游 不 远 处 ,还 有 一 段 主 要 由 11 个 喀 啶 组 成 的 
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侠 37-8， 真 核 细胞 核 Pre-mRNA 的 剪接 信号 


如 果 剪 接 信号 发 生 突变 ,不 仅 会 影响 到 剪接 的 精确 性 ,还 可 能 影响 到 剪接 的 效率 。 已 发 现 ,至 少 
有 一 种 类 型 的 B- 地 中 海 贫血 (thalassemia), 是 由 于 B- 珠 蛋白 的 mRNA 前 体 在 外 显 子 和 内 含 子 交 界 处 
的 剪接 信号 发 生 了 突变 ,导致 内 含 子 不 能 被 有 效 地 去 除 。 

(2) 剪接 反应 的 “外 因 ” 为 了 保证 剪接 反应 的 精确 进行 , 光 有 剪接 信号 还 不 行 , 细 胞 还 必须 具备 
识别 这 些 剪 接 信号 的 机 制 。 此 外 ,在 剪接 反应 中 , 相 邻 的 外 显 子 需要 被 并 置 在 一 起 。 那 么 ,细胞 是 如 
何 做 到 这 两 点 呢 ? snRNP 的 发 现 为 此 提供 了 线索 。 真 核 细胞 的 细胞 核 里 含有 许多 序列 高 度 保守 的 小 
RNA, 这 些 RNA 统称 为 snaRNA。snRNA 一 般 是 由 60~300 nt 组 成 ,上 且 富 含 U, 它 们 通常 与 一 些 特殊 的 
蛋白 质 结合 在 一 起 ,形成 核 小 核糖 核酸 蛋白 质 复 合 物 (small nuclear ribonucleoprotein ,snRNP)。 

已 发 现 10 多 种 类 型 的 snRNP, 但 参与 剪接 的 只 有 U1、U2、U4、U5 和 U6 ( 表 37-1)。 其 中 U1 含有 
与 引 - 剪接 点 互补 的 序列 ,因此 它 的 功能 是 识别 $- 剪接 点 的 信号 ;U2 含有 与 分 支点 互补 的 序列 , 因 
此 它 的 主要 功能 是 识别 分 支点 。 此 外 ,U2 与 U6 之 间 也 存在 互补 碱 基 对 ,它们 之 间 通 过 配对 形成 的 两 
段 双 螺 旋 对 于 剪接 反应 非常 重要 ;U5 虽然 缺乏 任何 与 剪接 信号 互补 的 序列 ,但 它 能 够 与 一 个 外 显 子 的 
最 后 一 个 核 苷 酸 以 及 下 一 个 外 显 子 的 第 一 个 核 背 酸 结 合 , 这 种 结合 似乎 有 助 于 将 两 个 相 邻 的 外 显 子 


m 表 37-1 参与 剪接 反应 的 5 种 snRNA 





snRNA 互补 性 人 功能 
U1l 内 会 子 的 3 端 识别 和 结合 $- 剪接 点 
U2 分 支点 识别 和 结合 分 支点 。 在 剪接 体 组 装 中 ,也 与 U6 snRNA 配对 
U4 U6 snRNA 结合 并 失 活 U6。 在 剪接 体 组 装 中 ,U4-U6 之 间 的 碱 基 配 对 被 U2-U6 之 间 的 剪接 配对 所 


取代 。U6 也 取代 U1 与 - 剪接 点 的 相互 作用 
0U5 相 邻 的 外 显 子 与 相 邻 的 2 个 外 显 子 结合 ,以 防止 它们 离开 剪接 体 
U6 U4 和 1U2 在 剪接 体 中 与 U2 结合 ,参与 催化 
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拉 到 一 起 ;U6 不 仅 能 与 内 含 子 的 $ 端 互补 配对 ,还 能 够 与 U4 之 间 配 对 形成 紧密 的 复合 物 。 

除了 snRNP 之 中 的 蛋白 质 成 分 参与 剪接 作用 以 外 ,细胞 内 还 有 一 些 游 离 的 蛋白 质 因 子 也 与 剪辑 
有 关 , 它 们 称 为 前 接 因 子 (splicing factor)。 剪 接 因子 中 最 重要 的 一 类 是 富 含 Ser 和 Arg 的 蛋白 (serine/ 
arginine-rich protein,SR 蛋白 ), 它 们 所 起 的 作用 主要 是 与 ESE 结合 ,调节 可 变 剪接 。 

(3) 剪接 体 (spliceosome) 主要 是 由 mRNA 前 体 、mRNA 前 体 结合 蛋白 质 和 5 种 snRNPs 在 细胞 
核 内 按照 一 定 的 次 序 组 装 起 来 的 超 分 子 复合 物 , 其 大 小 相当 于 核糖 体 。 剪 接 反 应 是 在 剪接 体内 发 生 
的 。 剪 接 反 应 本 身 并 不 复杂 ,由 2 次 连续 的 转 酯 反应 组 成 (图 37-9): 第 一 次 转 酯 反应 发 生 在 $- 剪接 
点 ,首先 由 分 支点 内 的 一 个 腺 苷 酸 残 基 上 的 2-OH 对 5'- 剪接 点 处 的 磷酸 二 了 酯 键 做 亲 核 进攻 , 而 导致 
该 位 点 的 3' ,3 -磷酸 二 酯 键 发 生 断 裂 ,在 4 -剪接 点 上 的 磷酸 二 酯 键 断裂 的 同时 ,分 支点 腺 苷 酸 2-OH 
与 内 含 子 9 端 磷酸 之 间 形 成 2 ,35 - 磷酸 二 酯 键 ; 第 二 次 转 酯 反应 发 生 在 3'- 剪接 点 ,由 刚刚 从 3 - 剪 
接点 游离 出 来 的 外 显 子 3'-OH 对 3'- 剪接 点 的 磷酸 二 酯 键 做 亲 核 进攻 ,致使 内 含 子 以 套 索 (lariat) 结 
构 的 形式 释放 ,同时 ,两 个 相 邻 的 外 显 子 通 过 新 的 磷酸 二 酯 键 连接 起 来 。 

(4) 剪接 体 的 组 装 。 剪接 体 的 组 装 是 一 个 有 序 , 耗 能 的 过 程 ( 图 37-10), 而 且 它 本 身 也 处 在 动态 变 
化 之 中 , 随 着 剪接 反应 的 进行 , 某 些 成 分 可 能 离开 或 进入 剪接 体 。 一 旦 剪接 反应 完成 ,剪接 体 即 发 生 
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剪接 体 组 装 的 大 致 过 程 依次 是 :中 分 支点 结合 蛋白 (branch point binding protein,BBP) 识别 分 支点 
并 与 它 结合 ,剪接 因子 U2AF 与 富 含 旷 啶 的 序列 结合 。C2U2 取代 BBP ,并 与 分 支点 周围 的 一 致 序列 配 
对 。 然 而 ,U2-snRNA 与 分 支点 一 致 序列 之 间 的 配对 并 不 完美 ,在 分 支点 内 唯 独 有 1 个 A 无 互补 配对 的 
U, 因 此 ,这 个 “孤独 "的 A 就 突出 在 双 螺 旋 外 而 被 激活 ,为 剪接 的 第 一 次 转 酯 反应 提供 了 便利 (图 37-11)。 
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细胞 内 的 哪些 过 程 
利用 转 酯 反应 ? 
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为 什么 细胞 核 
mRNA 的 剪接 需要 消耗 
ATP, 而 1 组 和 1 组 内 含 子 的 
剪接 不 需要 ? 


为 什么 真 核 细胞 核 
mRNA 的 两 条 剪接 途径 都 需 
要 U5? 
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四 27- 11 “分 支点 腺 并 酸 2 羟基 的 突出 以 及 5 - 剪接 点 和 3 - 剪接 点 的 结 


COU1-snRNP 与 $- 剪接 点 的 一 致 序列 互补 配对 。 包 U4/U6-U5 三 聚 体 进 入 剪接 体 。@) U6 一 方面 
代替 Ul 与 $- 剪接 点 的 一 致 序列 结合 , 另 一 方面 与 U4 脱离 , 转 而 与 U2 结合 。@@O U6 的 “ 脚 踩 两 只 
船 ” 将 分 支点 上 突出 的 腺 苷 酸 的 2-OH 拉 近 到 $'- 剪接 点 ,为 第 一 次 转 酯 反应 创造 了 条 件 。 在 这 里 
起 催化 作用 的 是 由 U6 和 U2 共 建 的 活性 中 心 ,其 中 U6 的 贡献 更 大 。 在 进行 第 一 次 转 酯 反应 

紧 接 着 U5 经 历 了 依赖 于 ATP 的 重 排 ,将 相 邻 的 外 显 子 并 置 在 一 起 ,为 第 二 次 转 酯 反应 庆 创 计 了 条 入 ， 
@) 第 一 次 转 酯 反应 中 游离 出 来 的 外 显 子 的 3' 端 -OH 亲 核 进攻 3'- 剪接 点 上 的 磷酸 二 酯 键 ,致使 内 含 
子 以 套 索 结构 释放 出 来 ,而 外 显 子 则 被 连接 起 来 。@@ 一 旦 剪接 反应 完成 ,剪接 体 的 所 有 成 分 即 解体 ， 
U6 与 U4 重新 结合 参与 下 一 轮 剪 接 反应 。 

虽然 所 有 的 内 含 子 /外 显 子 交 界 处 的 信号 序列 几乎 都 是 相同 的 ,但 是 对 于 含有 多 个 内 含 子 的 
mRNA 前 体 来 说 ,各 个 内 含 子 的 去 除 仍然 是 按照 一 定 的 次 序 进行 的 ,前 一 个 外 显 子 的 3 端 总 是 与 后 一 
个 外 显 子 的 洒 端 精确 地 连接 起 来 。 

(5) 次 要 剪接 途径 ”GU-AG 规则 适合 绝 大 多 数 断 裂 基因 ,以 此 为 剪接 信和 号 的 剪接 途径 被 称 为 
主要 前 接 途 径 ,但 有 些 内 含 子 的 剪接 信和 号 并 不 遵守 GU-AG 规则 ,而 是 以 AU 开头 ,AC 结尾 。 如 人 
PCNA 基因 的 第 6 个 内 含 子 ,这 一 类 内 含 子 在 $- 剪接 点 和 分 支点 的 保守 序列 分 别 是 AUAUCCUY 和 
UCCUURAY ,由 U11 和 U12-snRNAs 分 别 跟 它们 结合 ,另外 还 有 U4atac 和 U6atac 分 别 代替 U4 和 U6 
参与 这 种 次 要 剪接 途径 ,只 有 U5 同时 参与 主要 剪接 途 径 和 次 要 剪接 途径 。 

(6) 可 变 剪 接 ”对 于 一 些 基 因 来 说 ,剪接 套路 几乎 是 固定 不 变 的 :同一 个 断裂 基因 在 所 有 细胞 
转录 以 后 ,进行 完全 相同 的 剪接 反应 ,最 后 产生 的 是 单一 的 成 熟 mRNA ,这样 的 剪接 称 为 组 成 型 剪接 
(constitutive splicing)。 但 对 于 多 数 基因 来 说 ,一 个 mRNA 前 体 的 剪接 方式 不 止 一 种 。 同 一 种 mRNA 前 
体 的 不 同 剪接 方式 称 为 可 变 剪 接 (alternative splicing)。 一 种 mRNA 前 体 的 可 变 剪接 现象 可 发 生 在 同 
一 个 体 的 不 同 组 织 之 中 ,或 者 同一 个 体 的 不 同 发 育 阶 段 ,甚至 可 出 现在 同一 物种 的 不 同 个 体 之 中 。 通 
过 可 变 剪 接 , 可 导致 一 个 基因 编码 出 两 种 或 两 种 以 上 的 蛋白 质 ,这 大 大 增加 了 基因 的 容量 。 

有 关 可 变 前 接 的 实例 可 参看 “ 真 核 生 物 基因 表达 的 调控 "。mRNA 前 体 之 所 以 能 够 发 生 可 变 剪接 ， 
一 方面 是 因为 它 含有 多 重 剪 接 信号 , 另 一 方面 是 因为 细胞 中 存在 一 些 调节 剪接 反应 的 蛋白 质 。 

(7) 反 式 剪接 前 面 介 绍 的 剪接 反应 都 发 生 在 同一 个 RNA 前 体 上 ,因此 称 为 顺 式 剪接 (cis- 
splicing)。 如 果 剪 接 发 生 在 两 种 不 同 的 RNA 前 体 分 子 之 间 ,就 称 为 反 式 剪接 (trans-splicing)。 反 式 剪 接 
仅 发 生 在 由 某 些 叶绿体 基因 组 和 某 些 生 物 (如 锥 体 虫 和 线虫 ) 的 核 基因 组 编码 的 mRNA 上 。 例 如 , 锥 
体 虫 通过 反 式 剪接 ,将 相同 的 由 35 nt 组 成 的 前 导 序 列 从 一 种 由 RNA 聚合 酶 开 催 化 转录 的 RNA 分 子 
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上 ,加 到 所 有 的 由 RNA 聚合 酶 I 人 催化 转录 的 mRNA 的 洒 端 ,从 而 使 它们 也 能 有 帽子 结构 。 再 如 ,秀丽 
线虫 (C. elegars) 很 多 基 团 形成 类 似 于 原核 生物 的 操纵 子 结构 ,转录 产生 的 是 无 翻译 活性 的 多 顺 反 子 ， 
通过 反 式 剪接 可 以 将 多 顺 反 子 裂解 成 单 顺 反 了 ， 同时 让 由 22 nt 组 成 的 带 有 帽子 结构 的 前 导 序 列 , 添 
加 到 从 多 顺 反 子 中 游离 出 来 的 缺乏 帽子 
结构 的 单 顺 反 子 的 3 端 ,使 它们 也 具有 
翻译 的 活性 。 

反 式 剪接 也 是 在 剪接 体内 发 生 的 ， 
ee 其 本 质 仍然 是 两 次 转 酯 

应 ,但 转 酯 反应 是 在 两 个 不 同 的 RNA 
ee (图 37-12)。 一 般 而 言 ， 
进行 反 式 剪接 的 RNA 一 个 只 有 4 - 剪接 
镍 二 次 转 加 反应 点 ,但 缺乏 3'- 受 体位 点 , 另 一 个 RNA 有 

3'- 剪接 点 ,但 缺乏 配套 的 $ - 供 体 位 点 。 

2. 剪接 的 生物 学 意义 

在 剪接 现象 最 初 被 发 现 的 时 候 , 科 
学 家 感到 十 分 困惑 ,因为 切除 内 含 子 即 
剪接 是 一 个 高 度 耗 能 的 过 程 。 首先 在 转录 内 合子 序列 的 的 时 候 , 就 消耗 了 许多 能 量 ; 其 次 在 组 装 剪接 体 、 
进行 剪接 反应 的 时 候 也 耗 去 了 不 少 能 量 。 因 此 , 单 从 能 量 的 角度 ,剪接 似乎 是 一 种 浪费 能 量 的 过 程 ， 
而 从 生物 进化 的 角度 ,自然 选择 应 该 尽 可 能 淘汰 浪费 的 过 程 ,除非 剪接 具有 某 种 或 某 些 特别 重要 的 生 
物 学 功能 。 现 在 已 很 清楚 ,剪接 至 少 具有 两 项 重要 的 生物 学 功能 : 

(G) 与 可 变 剪接 有 关 ”具体 就 是 通过 可 变 剪 接 提高 基因 的 编码 能 力 ,创造 蛋白 质 的 多 样 性 。 可 变 
剪接 可 以 从 一 个 基因 产生 几 种 或 多 种 不 同 的 mRNA, 再 经 过 翻译 ,可 得 到 几 种 或 多 种 在 一 级 结构 上 有 
差别 的 多 肽 或 蛋白 质 。 在 大 多 数 情 况 下 ,通过 可 变 剪 接 产 生 的 蛋白 质 具 有 相似 的 功能 ,因为 它们 的 氮 
基 酸 序列 多 数 是 相同 的 。 但 是 ,可 变 剪 接 也 能 赋予 一 种 蛋白 质 具有 特别 的 性 质 或 功能 ,因为 它 毕竟 也 
带 来 了 序列 的 变化 。 例 如 ,血管 内 皮 生 长 因子 (VEGF) 的 mRNA 前 体 通过 可 变 剪 接 主要 产生 3 种 蛋白 
质变 体 。 每 一 种 变 体 单独 存在 都 能 够 促进 血管 生成 ,但 形成 的 血管 都 有 缺陷 , 主要 表现 在 血管 容易 发 
生 泄漏 。 只 有 3 种 变 体 同时 存在 的 时 候 ,生成 的 血管 在 形态 学 和 功能 上 才 是 正常 的 。 究 其 原因 是 因 
为 3 种 变 体 具有 互补 的 性 质 :其 中 最 大 的 变 体 具 有 2 个 肝素 结合 位 点 ,倾向 于 留 在 合成 点 附近 与 胞 外 
基质 结合 ;最 小 变 体 的 2 个 肝素 结合 位 点 都 丢失 了 ,因此 很 容易 从 合成 的 地 方 扩 散 出 去 ; 而 大 小 居中 

的 变 体 只 有 1 个 肝素 结合 位 点 ,这 使 其 能 以 中 等 的 速率 扩散 离开 合成 位 点 。 综 合 的 结果 是 ,这 三 种 变 
体 同时 存在 能 够 在 体内 建立 一 种 稳定 的 VEGF 梯度 ,有 利于 组 织 新 血管 的 健康 生长 。 

可 变 剪 接 的 优势 是 让 一 种 生物 用 较 少 的 基因 仍然 能 够 编码 出 很 多 不 同 的 蛋白 质 。 当 然 ,不 同 真 
核 生物 的 可 变 剪接 的 潜力 是 不 同 的 , 像 低 等 的 真 核 生物 ,如 面包 酵母 ,在 其 6 300 个 基因 之 中 ,大 约 只 
有 59% 的 基因 具有 内 含 子 。 而 含有 内 含 子 的 基因 也 只 有 少数 能 够 发 生 可 变 剪接 。 因 此 ,对 于 单 细胞 真 
核 生物 而 言 ,可 变 剪 接 并 非 是 它们 产生 蛋白 质 多 样 性 的 主要 手段 。 然 而 ,对 于 复杂 的 多 细胞 生物 来 说 ， 
在 很 大 程度 上 依赖 于 可 变 剪 接 创 造 蛋白 质 的 多 样 性 。 例 如 ,人 类 只 有 2 万 多 个 蛋白 质 的 基因 ,但 绝 大 
多 数 蛋白 质 基 因 具 有 几 个 或 多 个 内 含 子 。 保 守 估 计 , 人 类 约 70% 的 mRNA 前 体能 发 生 可 变 剪接 。 在 
一 些 生物 体内 , 某 些 基 因 的 可 变 剪 接 " 湾 能 ”被 发 挥 到 了 极限 ,其 mRNA 前 体能 产生 成 百 上 千 种 不 同 
的 mRNA 变 体 , 而 如 果 将 其 他 产生 多 样 性 的 手段 (不同 启动 子 的 选择 性 使 用 .可 变 加 尾 和 编辑 等 ) 结 合 
起 来 ,就 可 进一步 扩大 和 蛋白质 的 多 样 性 。 例 如 , 果 蝇 体内 的 一 种 叫 唐 氏 综合 征 相关 细胞 黏着 分 子 Down 
syndrome-associate cell adhesion molecule,DSCAM) 共有 111 个 内 含 子 ,人 体 中 也 有 类 似 的 蛋白 质 。 据 
估计 ,如 果 进 行 可 变 剪 接 , 它 就 能 够 产生 近 38 016 个 mRNA 变 体 ,这 差不多 是 果 晶 整个 基因 组 基因 数 
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目的 3 倍 ! 事实 上 ,其 中 的 大 多 数 变 体 已 被 证 明 的 确 是 存在 的 。 

(2) 与 外 显 子 混 编 (exon shuffling) 有 关外 显 子 混 编 这 个 概念 最 早 由 Walter Gilbert 于 1977 年 
提出 , 它 是 指 源 自 一 个 或 几 个 基因 的 若干 个 外 显 子 像 * 洗 牌 ”一样 地 进行 重 排 。 基 于 一 个 外 显 子 通常 
对 应 于 一 个 结构 域 ,这 样 很 容易 将 不 同 的 蛋白 质 分 子 上 现成 的 结构 域 通过 混 编 ,集中 到 一 个 新 的 蛋白 
质 分 子 上 ,因此 这 也 是 生物 产生 新 基因 和 基因 进化 多 样 性 的 一 种 重要 机 制 。 一 个 典型 的 由 外 显 子 混 
编 产 生 的 新 基因 是 在 三 种 非洲 果 晶 的 基因 组 中 发 现 的 jgvw 基因 , 它 由 美国 芝加哥 大 学 龙 漫 远 教 授 于 
2000 年 发 现 并 命名 ,该 基因 在 发 现 的 时 候 的 年 龄 只 有 2~5 岁 。 它 产生 的 具体 过 程 是 :位 于 果 帆 第 2 号 
染色 体 上 的 编码 乙醇 脱 氨 酶 基因 (adh), 经 反 转 录 作 用 插入 位 于 果 蝇 第 3 染色 体 的 yande 基因 的 第 3 
个 内 含 子 内 ,从 而 产生 $' 端 由 yande 基因 的 3 个 外 显 子 和 3' 端 由 adh 基因 的 4 个 外 显 子 组 成 的 融合 基 
因 。 对 jsw 基因 的 功能 研究 表明 ,其 表达 产物 是 一 种 嵌 合 蛋白 ,其 中 N 端 来 自 yarde 基因 ,C 端 则 来 自 
ad 凡 基因 。jsgvw 基因 只 在 雄性 睾丸 中 表达 ,其 蛋白 质 产物 JGW 可 能 参与 雄性 果 蝇 的 激素 和 外 激素 的 代 
谢 过 程 。 与 原来 的 乙醇 脱氧 酶 相 比 ,JGW 更 喜欢 以 长 链 的 一 级 脂肪 醇 作为 底 物 。 龙 漫 远 教 授 认为 ,至 
少 有 一 半 以 上 的 真 核 生物 的 基因 ,曾经 经 历 了 类 似 于 jew 基因 的 起 源 过 程 ,从 而 证 明了 外 显 子 混 编 以 
及 基因 重复 在 新 基因 起 源 过 程 中 的 普遍 意义 。 


框 37-1 生化 研究 动态 一 U1-snRNP 的 新 功能 

美国 宾 儿 法 尼 亚 大 学 的 Gideon Dreyfuss 等 人 在 2010 年 12 月 2 日 的 Nature 上 ,发表 了 一 篇 题 为 “Ul 
SnDRINP protects pre-mRNAS fom bremature cleavage and polyadenylation” 的 论文 。 该 论文 告诉 我 们 ,参与 
mRNA 剪接 的 U1-snRNP 还 有 另外 一 个 重要 的 功能 ,就 是 防止 mRNA 在 转录 过 程 中 提前 终止 。 为 此 ， 
Dreyfuss 将 U1 称 为 真 核 细胞 转录 组 的 保护 神 , 因 为 正 是 Ul 的 这 项 功能 保证 了 每 一 个 转录 物 的 完整 性 。 

Dreyfuss 曾经 发 现 ,缺失 一 种 帮助 naRNP 组 装 的 SMN 蛋白 可 导致 maRNP 水 平和 剪接 发 生 异 常 。 缺 
乏 SMN 的 人 会 得 一 种 常见 的 神经 退化 性 疾病 一 一 脊 崎 性 肌 痿 缩 (spinal muscular atrophy,SMA)。 

SMMN 的 缺乏 可 影响 到 所 有 的 saRNP。 于 是 ,Dreyfuss 想 知道 ,如 果 细 胞 仅仅 缺少 一 种 naRNP, 结 果 
会 怎么 样 ? 于 是 他 决定 先 研究 U1 缺失 的 后 果 。 他 们 本 来 预期 的 结果 是 ,细胞 内 没有 剪接 的 RNA 会 增多 。 
结果 的 确 如 此 ,但 与 此 同时 ,他 们 还 惊奇 地 发 现 ,转录 物 离开 起 点 不 久 就 开始 提前 终止。 

在 对 这 些 提 前 终止 的 转录 物 进行 序列 分 析 以 后 ,他 们 发 现 提前 终止 的 mRNA 在 3' 端 也 有 多 聚 A 的 
尾巴 。 要 知道 ,多 聚 A 尾巴 是 加 尾 反应 ( 先 剪 切 , 后 多 聚 腺 昔 酸 化 ) 的 典型 标志 。 这 种 奇怪 的 结果 说 明 ， 
缺乏 Ul1 造成 加 尾 反应 提前 启动 了 。 因 此 ,Dreyfnss 认为 ,Ul 的 正常 功能 除了 参与 剪接 以 外 ,还 在 控制 加 
尾 反 应 ,以 保证 加 尾 反 应 只 有 在 转录 到 达 终 点 以 后 才能 进行 。 一 个 基因 在 正常 转录 的 时 候 ,Ul 与 移动 的 
RNA 聚合 酶 复合 物 一 起 ,与 新 生 的 RNA 转录 物 结合 ,阻止 许多 潜在 的 加 尾 信 号 被 错误 利用 。Uf1 的 这 种 
功能 也 能 解释 ,为 什么 它 在 细胞 内 的 含量 会 比 其 他 snRNP 多 。 


(五 ) 编辑 

编辑 通常 是 指 在 mRNA 编码 区 内 发 生 的 任何 遗传 信息 的 改变 。1986 年 ,Rob Benne 在 研究 锥 
体 虫 线粒体 基因 组 编码 的 细胞 色素 氧化 酶 亚 基 开 (COX I) 的 基因 结构 的 时 候 ,发 现成 熟 的 COX 
T-mRNA 在 编码 区 比 其 基因 的 编码 链 序列 多 出 4 个 U。 在 排除 了 误 测 的 可 能 性 以 后 ,Benne 认为 这 
4 个 吕 是 在 转录 以 后 通过 编辑 添加 进去 的 。 到 了 1988 年 , 随 着 锥 体 虫 线粒体 内 更 多 mRNA 序列 和 相应 
的 DNA 序列 被 测定 出 ,发 现 编辑 是 其 线粒体 基因 组 的 一 种 普遍 现象 ,上 且 编 辑 的 方式 也 不 限于 添加 U。 

2011 年 4 月 ,美国 宾夕法尼亚 大 学 Vivian Cheung 等 人 在 进行 千 人 基因 组 计划 (1 000 Genomes 
Project) 和 国际 单 体型 计划 (International Hap-Map Project) 中 ,对 27 个 人 的 全 基因 组 和 转录 组 测序 结 
果 进 行 了 分 析 比 较 , 结 果 他 们 发 现 大 量 的 RNA 与 其 模板 DNA 序列 不 一 致 ,在 外 显 子 中 发 现 了 超过 
]1 万 个 不 同 的 位 点 ,平均 每 个 人 大 约 存 在 1 065 个 这 样 的 RNA 与 DNA 序列 差异 。 由 于 在 不 同 的 人 中 


存在 相同 的 错 配 ,从 而 表明 这 些 序列 差异 并 非 是 转录 过 程 中 的 随机 错误 。 而 且 他 们 证 实 这 些 “ 错 配 ” 
的 RNA 也 参与 指导 蛋白质 的 合成 。 因 此 ,这 些 错 配 的 RNA 很 可 能 也 是 通过 编辑 产生 的 ,但 具体 的 编 
辑 机 制 还 有 等 进一步 研究 。 

1. 编辑 的 方式 

编辑 主要 有 两 种 方式 :一 种 是 在 编码 区 内 增 减 一 定数 目的 核 昔 酸 (通常 是 U); 另 一 种 是 编码 区 的 
碱 基 发 生 转 换 或 颠 换 ,例如 ,C 一 U,A 一 I。 

2. 编辑 的 机 制 

编辑 的 机 制 随 编辑 方式 的 不 同 而 不 同 , 碱 基 的 转换 或 颠 换 需 要 特殊 的 核 背 酸 脱 氨 酶 的 催化 ,而 核 
苷 酸 的 插入 或 缺失 则 一 般 需 要 一 种 向 导 RNA (guide RNA,gRNA) 的 介入 。 不 管 哪 一 种 编辑 ,都 需要 一 
系列 蛋白 质 和 酶 的 参与 ,以 识别 .结合 和 加 工 编辑 点 ,保证 编辑 的 忠实 性 。 

(GD) 依赖 于 特定 的 核 苷 酸 脱 氮 酶 的 编辑 这 里 以 哺乳 动物 小 肠 上 皮 细 胞 中 Ape B-48 的 mRNA 的 
编辑 为 例 加 以 说 明 :哺乳 动物 血液 里 的 CM 和 LDL 分 别 含有 两 种 载 脂 蛋 白 一 一 Apo B-48 (2.5xl07) 和 
Apo B-100(5.1x10 ), 分 别 在 小 肠 上 皮 细 胞 和 肝 细 胞 内 合成 ,而 Apo B-100 具有 Apo B-48 所 具有 的 所 
有 氨基 酸 序列 。 进 一 步 研 究 还 表明 ,两 种 蛋白 质 是 由 相同 的 基因 编码 ,初级 转录 物 也 完全 一 样 。 但 是 ， 
同样 的 初级 转录 物 在 小 肠 上 皮 细 胞 内 经 历 了 编辑 ,其 C2152 在 一 种 胞 背 酸 脱 氮 酶 催化 下 转变 成 U, 而 
在 肝 细 胞 中 没有 (图 37-13)。 
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四 3 围 37-13 小 肠 上 皮 细胞 内 发 生 的 Apo B 蛋白 的 Pre-mRNA 的 编辑 (Lodish 等 ,2007) 


(2) 依赖 于 gRNA 的 编辑 这 种 方式 的 编辑 是 在 gsRNA 引导 下 ,通过 几 种 酶 的 级 联 作用 ,从 
3' 一 方向 展开 。gRNA 起 两 个 作用 (图 37-14): 其 一 是 锚 定 编辑 点 ,其 二 是 提供 模板 序列 。 在 编辑 过 
程 中 ,GU 配对 作为 正常 的 碱 基 对 。 具 体 的 反应 为 :DgRNA 与 起 始 编辑 点 的 周围 序列 配对 ;@) 特 定 的 
内 切 酶 切 开 错 配 的 碱 基 ;G@) 在 未 端 尿 背 酸 转移 酶 (terminal uridylyl transferase) 的 催化 下 , 切 点 外 端 片段 
的 3'-OH 插 和 信 U, 或 在 3'- 尿 苷 酸 外 切 酶 (3' -uridylate exonuclease) 催 化 下 , 切 点 引 端 片段 的 3 端 缺 失 TU; 
CGORNA 连接 酶 连接 编辑 点 。 

3. 编辑 的 意义 

编辑 的 意义 见 图 37-15。mRNA 能 通过 编辑 获得 额外 的 遗传 信息 似乎 违背 “中 心 法 则 ”, 但 归 
根 到 底 还 是 来 自 DNA。 就 gsRNA 指导 的 编辑 而 言 ,插入 或 缺失 的 序列 由 gRNA 决定 ,而 gRNA 是 从 
DNA 转录 来 的 。 由 核 苷 酸 脱 氨 酶 催化 的 编辑 ,参与 的 酶 和 和 蛋白质 也 都 是 由 DNA 决定 的 。 但 无 论 如 
何 , 编辑 现象 的 存在 时 刻 提 醒 我 们 ,在 根据 基因 组 序列 推断 一 种 蛋白 质 的 一 级 结构 的 时 候 应 该 谨慎 
行事 。 

当 一 种 mRNA 完成 各 种 后 加 工 反应 以 后 ,只 有 进入 细胞 质 以 后 才能 充当 翻译 的 模板 ,那么 细胞 核 
内 的 mRNA 是 如 何 被 运输 到 细胞 质 呢 ? 此 外 ,细胞 又 如 何 保证 只 有 加 工 好 的 mRNA (特别 是 剪接 完成 
的 ) 才 能 被 运输 出 细胞 核 呢 ? 
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37-15 ”编辑 的 意义 


二 、IRNA 前 体 的 后 加 工 

典型 的 真 核 生物 的 核 基因 组 含有 几 百 个 拷贝 的 5RNA 基因 ,它们 成 篮 排列 。 甚 中 最 小 的 SS rRNA 
单独 作为 一 个 单 顺 反 子 由 RNA 聚合 酶 亚 催 化 转录 ,其 转录 产物 以 UUUUU 结尾 ,仅仅 由 3'- 外 切 酶 
做 简单 的 修剪 就 可 以 ,而 5.8$S.18S 和 28S rRNA 则 作为 一 个 多 顺 反 子 , 由 RNA 聚合 酶 工 催化 转录 , 需 
要 经 历 较 为 复杂 的 剪 切 和 修剪 ,以 释放 出 单个 rRNA。 此 外 ,成 熟 的 rRNA 含有 大 量 的 甲 基 化 修饰 和 
假 尿 苷 由 ,因此 , 真 核 生物 rRNA 的 后 加 工 还 包括 核 背 酸 的 修饰 (图 37-16)。 而 某 些 生物 ,如 四 膜 虫 的 
rRNA 前 体 还 含有 内 例子 ,因此 这 些 rRNA 前 体 的 后 加 工 还 应 包括 剪接 。 这 一 类 内 含 子 被 称 为 [组 内 
含 子 , 其 剪接 由 核 酶 催化 ,剪接 的 具体 过 程 参 考 第 十 一 章 “ 核 酶 的 结构 与 功能 ”。 

真 核 生 物 TRNA 前 体 的 后 加 工 需要 一 系列 snoRNA 的 帮助 。 这 些 snoRNA 和 特定 的 蛋白 质 组 装 
成 核 仁 小 核糖 核酸 蛋白 颗粒 (snoRNP)。 某 些 snoRNA 在 将 rRNA , 汐 生 二 如 rRNA 中 起 作用 ,但 
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37-16 真 核 细胞 核 rRNA 前 体 的 后 加 工 37-17 由 snoRNA 指导 的 rRNA 前 体 的 修饰 


绝 大 多 数 snoRNA 是 通过 与 rRNA 前 体 修 饰 位 点 周围 序列 的 互补 配对 ,来 确定 修饰 位 点 。 例 如 ,28S 
rRNA 在 C1436 的 核糖 2 -OH 的 甲 基 化 修饰 (C1436m) 是 由 U23-snoRNA 决定 的 (图 37-17)。 

一 旦 修饰 位 点 确定 以 后 ,其 后 的 修饰 反应 由 snoRNP 中 专门 的 修饰 酶 在 识别 特定 的 snoRNA- 
rRNA 复合 物 后 进行 。 根 据 snoRNA 上 两 个 保守 的 结构 元 件 特征 ,snoRNAs 一 般 被 分 为 两 类 (图 37- 
18): 一 类 含有 C/D 盒 (C/D box), 它 指导 2-0 甲 基 化 的 核糖 形成 ; 另 一 类 含有 H/ACA 盒 (HACA box)， 
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37-18 snoRNA 指导 的 2 -O 甲 基 化 核糖 和 假 尿 苷 形成 
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指导 假 尿 苷 的 形成 。 


框 37-2 生化 聚焦 一 一 章鱼 抗 寒 的 秘密 

看 过 2010 年 南非 足球 世界 杯 的 人 都 不 会 忘记 德国 “动物 预言 家 ”一 一 章鱼 保罗 (Octopus Paul), 它 
在 南非 世界 杯 上 “成 功 预测 ”了 德国 队 所 有 的 比赛 结果 ,以 及 在 最 后 的 总 决赛 中 西班牙 的 胜利 ,命中 率 达 
100%, 因 此 被 网 友 戏 称 为 “章鱼 哥 ” 或 “章鱼 帝 ”。 

保罗 生活 在 舒适 的 水 族 馆 中 ,因此 不 必 为 寒冷 担心 。 但 那些 生活 在 南极 水 域 的 章鱼 呢 ? 显然 它们 是 
不 会 在 触须 上 戴 手 套 御 寒 的 ,但 肯定 在 某 些 生理 生化 机 制 上 做 出 了 一 些 适 应 性 的 改变 。 

最 近 , 以 波多 黎 各 大 学 神经 生理 学 家 Joshua Rosenthal 为 首 的 研究 小 组 就 发 现 了 其 中 的 一 种 生化 机 
制 ,就 是 章鱼 可 以 通过 RNA 编辑 ,来 细 调 神经 元 上 钾 离 子 通道 的 结构 ,使 其 能 够 更 好 地 生活 在 低温 环境 
中 。 这 是 科学 家 首次 发 现 生 物 可 以 通过 编辑 ,而 不 是 通过 改变 特定 基因 的 序列 来 适应 环境 的 变化 。 该 发 
现 被 在 线 发表 在 2012 年 1 月 5 日 的 Science 杂志 上 。 

温度 的 变化 可 影响 到 神经 元 上 离子 通道 的 活性 。 当 运动 神经 元 被 激活 的 时 候 , 其 膜 上 的 钠 离 子 通道 
会 开放 ,致使 膜 电位 发 生 去 极 化 ,从 而 产生 动作 电位 。 但 不 久 后 , 同 在 膜 上 的 一 种 受 膜 电 位 门 控 的 钾 离 子 
通道 会 关闭 ,以 使 参与 运动 的 神经 元 重新 极 化 ,为 下 一 次 神经 元 的 再 激活 做 好 准备 。 这 种 钾 离 子 通道 的 电 
生理 性 质 在 各 种 章鱼 中 都 是 高 度 保守 的 ,其 动力 学 行为 表现 为 对 温度 非常 敏感 。 其 中 ,寒冷 可 延迟 钟离 子 
的 关闭 ,从 而 阻止 神经 元 再 次 激活 。 于 是 ,包括 Rosenthal 在 内 的 许多 科学 家 们 就 猜测 ,生活 在 寒冷 气候 的 
章鱼 一 定 会 通过 某 种 方式 ,改造 它们 的 钾 离 子 通道 ,以 便 能 够 更 好 地 行使 功能 。 

Rosenthal 本 以 为 钾 离 子 通道 的 改变 源 于 其 基因 的 改变 。 然 而 , 当 他 们 将 生活 在 两 种 不 同 温度 下 章鱼 
的 钾 离 子 通道 基因 序列 进行 比 对 的 时 候 , 却 发 现 生活 在 南极 水 域 的 章鱼 和 另 一 种 生活 在 波多 黎 各 水 域 ( 常 
年 温度 在 25~35%C ) 的 章鱼 ,在 钾 离 子 通 道 的 基因 序列 上 几乎 是 相同 的 。 随 后 ,他 们 将 两 种 章鱼 的 钾 离 子 
通道 基因 , 导 人 到 非洲 爪 蟾 的 卵细胞 中 进行 表达 ,并 测定 它们 在 质 膜 上 的 活性 。 结 果 又 发 现 两 种 钾 离 子 通 
道 的 活性 是 相同 的 。 根 据 这 样 的 结果 ,他 们 预测 ,如 果 两 种 章鱼 生活 在 各 自 的 水 域 ,在 关闭 钾 离 子 通道 的 
速率 上 ,南极 章鱼 比 波多 黎 各 章鱼 要 慢 60 倍 。 

这 人 么 慢 的 速率 会 严重 影响 到 南极 章鱼 的 运动 机 能 。 那 么 南极 章鱼 如 何 能 够 保持 它们 的 神经 元 正常 工 
作 呢 ? 这 就 是 RNA 编辑 :南极 章鱼 能 在 9 个 位 点 进行 编辑 ,从 而 在 翻译 水 平 上 改变 钾 离 子 通道 的 氨基 酸 顺 
序 。 其 中 I321V 位 点 发 生 的 A- 工 的 编辑 特别 重要 ,这 种 编辑 可 导致 钾 离 子 通道 321 位 的 I 变 成 V。 这 种 变 
化 可 大 大 加 快 通道 关闭 的 速率 。 研 究 者 还 测定 了 两 种 生活 在 热带 水 域 的 章鱼 两 种 温带 水 域 的 章鱼 和 两 种 
南极 水 域 的 章鱼 的 RNA 编辑 。 结 果 发 现 ,生活 的 温度 越 低 , 钾 离 子 通 道 越 容 易 在 321V 位 点 发 生 编 辑 。 

这 个 发 现 的 意义 重大 ,不 仅 揭示 了 生物 体 增加 蛋白 质 多 样 性 的 一 种 全 新 机 制 ,也 揭示 了 生物 适应 环 
境 的 一 种 新 机 制 。 


在 核 苷 酸 修饰 的 同时 或 结束 以 后 ,rRNA 前 体 在 特定 的 核糖 核酸 酶 的 催化 下 进行 剪 切 和 修剪 ,其 
中 有 两 种 酶 类 似 于 大 肠 杆菌 的 核糖 核酸 酶 下 和 了 ,还 有 一 种 核糖 核酸 酶 MRP。 核 糖 核酸 酶 MPR 也 是 
一 种 核糖 核酸 蛋白 颗粒 , 它 有 2 种 功能 :一 种 是 在 核 仁 中 参与 5.8S rRNA 在 3 端的 后 加 工 , 另 外 一 种 功 
能 是 在 线粒体 DNA 复制 的 时 候 参与 切除 RNA 引物 。 


三 、tRNA 前 体 的 后 加 工 

真 核 生物 的 基因 组 通常 含有 成 百 上 千 个 tRNA 的 基因 。 这 些 基因 的 初级 转录 物 除了 在 洒 端 和 3/ 
端 含有 多 余 的 核 苷 酸 序 列 以 外 , 某 些 还 具有 小 的 内 含 子 。 内 含 子 的 位 置 似乎 是 固定 的 ,都 位 于 反 密 码 
子 的 3' 端 。 此 外 , 真 核 生物 成 熟 的 tRNA 也 是 被 高 度 修饰 的 。 但 与 细菌 不 同 的 是 , 真 核 生 物 tRNA 的 
基因 本 来 并 没有 CCA 序列 ,需要 通过 后 加 工 添加 上 去 。 因 此 , 真 核 生 物 tRNA 前 体 的 后 加 工 方式 应 包 


括 剪 切 修剪 、 碱 基 修 饰 、 添 加 CCA 和 剪接 。 其 中 剪 切 、 修 剪 和 碱 基 修 饰 与 原核 系统 相似 。 

在 真 核 细胞 中 ,也 发 现 了 参与 TRNA 前 体 4' 端 剪 切 的 核糖 核酸 酶 P。 但 与 细菌 不 同 的 是 , 真 核 细 
胞 的 核糖 核酸 酶 P 含 有 的 蛋白 质 不 止 一 种 ,例如 哺乳 动物 有 10 种 。 虽 然 不 同 来 源 的 核糖 核酸 酶 的 
RNA 在 一 级 结构 上 差别 可 能 较 大 ,但 三 维 结构 却 很 相似 。2006 年 ,Ema Kikovska 等 人 用 实验 证 明 ,与 
细菌 和 古 菌 一 样 ,人 的 核糖 核酸 酶 P 也 属于 核 酶 。 这 意味 着 核糖 核酸 酶 P 基 于 RNA 的 催化 在 生物 进 
化 过 程 中 得 以 保留 。 在 真 核 生 物 的 线粒体 和 叶绿体 ,也 有 核糖 核酸 酶 P, 但 人 线粒体 的 核糖 核酸 酶 P 
似乎 缺乏 RNA 成 分 ,这 说 明 该 核糖 核酸 酶 P 不 可 能 是 核 酶 了 。 

ea 了 站 一 添加 CCA 是 在 3' 端 拖 尾 序列 被 核糖 核酸 酶 
7 SSSSEGE3' tRNA 前 体  Z 切 除 后 进行 的 ,由 tRNA 核 苷 酸 转 移 酶 催化 。 

本 以 酵母 细胞 的 tRNA 为 例 ,含有 内 含 子 的 

tRNA 的 剪接 共 由 3 步 反 应 组 成 (图 37-19): 
由 特定 的 tRNA 内 切 酶 在 内 含 子 的 两 端 切 开 
tRNA ,直接 释放 出 内 含 子 。 内 含 子 去 除 后 在 ~- 
外 显 子 的 3' 端 和 3'- 外 显 子 的 洒 端 分 别 留 下 2/ ， 
3'- 环 磷酸 和 5'-0H, 产 生 2 个 半分 子 tRNA。 
由 于 tRNA 前 体 已 形成 了 三 叶 草 二 级 结构 ， 
此 失去 内 含 子 的 2 个 半分 子 tRNA 仍然 通过 受 
体 茎 的 碱 基 配 对 结合 在 一 起 。@) 磷 酸 二 酯 酶 





六 了 1 切 开 1 个 半分 子 tRNA 上 的 2 ,3'- 环 磷 酸 , 游 
到 离 出 3-OH ,激酶 则 在 另 1 个 半分 子 tRNA 上 
本 5 -OH 。GHRNA j 消 
5 1 的 上 加 上 磷酸 根 。C)IRNA 连接 酶 消耗 
8 ATP 将 2 个 半分 子 连接 起 来 ,磷酸 酶 水 解 2- 
侠 37-19 酵母 Pre-tRNA 的 前 接 磷酸 根 


第 三 节 ” 古 菌 的 转录 后 加 工 


十 菌 的 转录 后 加 工 在 某 些 方面 分 别 与 细菌 和 真 核 生物 一 样 , 在 某 些 方面 仅 类 似 于 细菌 或 真 核 生 
物 ,还 有 少数 是 古 菌 特 有 的 。 

就 tRNA 而 言 , 其 基因 的 组 织 方式 类 似 于 细菌 , 即 可 能 单独 存在 ,也 可 能 夹 在 rRNA 基因 之 中 。 后 
加 工 的 方式 一 般 包括 :GD5' 端 和 3" 端的 剪 切 和 修剪 。 参 与 $ 端 和 3' 端 剪 切 的 酶 分 别 是 核糖 核酸 酶 P 
和 Z。 与 细菌 和 真 核 生 物 一 样 , 参 与 3 端 剪 切 的 核糖 核酸 酶 P 也 属于 核 酶 。 然 而 ,在 一 种 叫 骑 行 纳 古 
菌 (Nanoarchaeum eguitans) 的 细胞 中 ,没有 核糖 核酸 酶 P。 因 为 在 这 种 古 菌 所 有 的 tRNA 基因 的 5" 端 ， 
均 没 有 多 余 的 前 导 系 列 , 即 第 一 个 转录 出 来 的 核 昔 酸 就 是 出 现在 成 熟 的 tRNA 分 子 中 $ 端 的 第 一 个 核 
苷 酸 ,所 以 在 转录 以 后 不 需要 进行 剪 切 和 修剪 。 这 也 就 完全 摆脱 了 对 核糖 核酸 酶 P 的 依赖 。@ 核 苷 
酸 的 修饰 ,由 各 种 修饰 酶 催化 。 包 与 真 核 生物 一 样 , 古 菌 绝 大 多 数 的 tRNA 基因 内 部 无 CCA , 故 需要 添 
加 CCA。@ 团 含有 内 含 子 的 还 需 进 行 剪 接 。 细 菌 的 tRNA 内 含 子 属 于 I 组 或 开 组 内 含 子 ,因此 进行 自我 
剪接 。 但 古 菌 的 tRNA 剪接 与 真 核 生物 一 样 , 由 一 系列 专门 的 蛋白 质 组 成 的 酶 按照 一 定 的 次 序 催化 完 
成 的 。 古 菌 催化 剪接 的 内 切 酶 识别 tRNA 分 子 前 体 上 的 突起 - 螺旋 - 突起 的 模 体 结构 。 骑 行 纳 古 菌 
的 tRNA”" 基因 由 2 个 半 基 因 组 成 。 每 个 半 基 因 含有 一 段 内 含 子 , 其 中 5- 半 tRNA 的 内 含 子 位 于 它 
的 3' 端 ,3'- 半 tRNA 的 内 含 子 位 于 它 的 $ 端 。 这 2 个 半 tRNA 独立 地 转录 ,在 转录 后 通过 互补 碱 基于 
自发 组 装 在 一 起 ,然后 通过 反 式 剪接 合 二 为 一 (图 37-20)。 
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(CTTEE 殉 到 此 为 止 ,你 知道 
哪些 酶 同时 含有 RNA 和 和 蛋 
白质 ? 这 些 酶 中 哪些 属于 
核 酶 ? 
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就 rRNA 而 言 , 其 基因 以 多 顺 反 子 的 形式 存在 ,通过 剪 切 和 修剪 释放 出 3 种 rRNA。 核 苷 酸 的 修饰 
与 真 核 生物 一 样 , 需 要 各 种 特殊 的 小 RNA( 相 当 于 真 核 生 物 的 snoRNA) 与 蛋白 质 形 成 的 RNP 去 锁定 
修饰 目标 。 但 对 于 含有 内 含 子 的 rRNA 的 剪接 与 其 tRNA 剪接 机 制 相似 ,完全 不 同 于 真 核 生 物 。 

就 mRNA 而 言 ,其 功能 相关 的 基因 一 般 以 操纵 子 的 形式 组 织 在 一 起 。 其 后 加 工 类 似 于 细菌 ,没有 
帽子 结构 ,一般 也 没有 多 聚 A 尾巴 。 对 于 少数 具有 多 聚 A 尾巴 的 mRNA 而 言 , 其 加 尾 的 机 制 和 功能 
完全 不 同 于 真 核 生 物 , 倒 与 含有 多 聚 A 尾巴 的 细菌 相似 。 含 有 内 含 子 的 mRNA 的 剪接 机 制 既 不 同 于 
真 核 生 物 ,也 不 同 于 细菌 ,而 是 类 似 于 它 的 tRNA 的 剪接 。 


科学 故事 一 一 第 一 例 真 正 核 酶 的 发 现 

1978 年 ,美国 Colorade 大 学 的 Tom Cech 发 现 ,四 膜 虫 NA 的 前 体 在 成 熟 过 程 中 的 拼接 不 需要 任 
何 蛋白 质 的 存在 就 可 以 进行 。Cech 认为 此 作 化 作用 来 自 于 节 NA 前 体 的 本 身 , 并 将 其 命名 为 核 酶 。 这 个 
发 现在 学 术 界 融 来 了 极 大 的 震撼 ,因为 在 此 之 前 ,大 家 都 以 为 只 有 有 蛋白质 才 能 充当 生物 催化 剂 。 

严格 地 说, 四 腊 虫 的 妥 NA 前 体 算 不 上 真正 的 酶 ,原因 是 它 只 催化 自身 的 反应 ,不 像 真 正 的 梅 催化 其 
他 分 子 的 反应 。 另 外 ,真正 的 酶 在 反应 中 自身 不 会 被 消耗 ,而 取 NA 前 体 则 在 反应 中 被 水 解 掉 。 

尽管 如 此 ,Cech 的 发 现 使 许多 生物 学 家 相信 ,迟早 有 一 天 会 发 现 真 正 的 RNA 盆 化 剂 。 很 快 这 个 预 
言 就 成 为 了 现实 。1982 年 ,Yale 大 学 的 Sydney Altman 等 人 发 现 ,已 co 的 核糖 核酸 酶 了 就 是 一 种 名 副 其 
实 的 梅 。 

多 年 以 来 ,Sydney 一 直 在 从 事 吸 NA 的 结构 及 其 前 体 后 加 工 的 研究 。 在 研究 及 c 几 的 妇 NAY 后 加 
工 反 应 中 ,他 发 现 了 参与 妇 NA 前 体 分 子 引 端 后 加 工 的 核糖 核酸 酶 P。 在 电泳 分 离 五 eol 的 核糖 核酸 酶 
P 时 ,发现 其 带 有 高 度 的 负电 荷 , 当 时 他 猜测 可 能 带 有 核酸 成 分 。 几 年 后 ,他 的 研究 生 Benjamin Stark 证 实 ， 
一 种 大 的 RNA 片段 与 一 种 大 小 为 1.4x10 的 蛋白 质 总 是 同时 被 纯化 。 后 来 ,他 们 将 其 中 的 RNA 命名 为 
MI1IRNA ,并 发 现 它 与 kemura 和 Dahlberg 在 1973 年 兽 报 道 过 的 一 种 未 知 功能 的 及 NA 是 同一 种 东西 。 

为 了 确定 MIRNA 可 能 起 的 作用 ,他 们 首先 用 小 球 苗 核酸 梅 处 理 核糖 核酸 酶 P, 以 水 解 其 中 的 RNA， 
结果 发 现 酶 活性 完全 丧失 。 与 此 同时 ,他 们 还 使 用 蛋白 梅 处 理 核糖 核酸 酶 P, 发 现 酶 活性 同样 丧失 。 这 似 
平 表 明 ,RNA 和 蛋白 质 都 是 酶 活性 所 必需 的 成 分 。 使 用 CsCl 密度 梯度 离心 ,核糖 核酸 酶 了 的 译 力 密度 
为 1.72 g/ml, 显示 的 是 典型 的 RNA 和 和 蛋白质 复 合 物 特 性 。 

就 在 Altmnan 实验 室 在 忙于 分 离 ` 纯 化 核糖 核酸 酶 P 的 时 候 ,Schedl 和 Primake 任 等 在 对 瑟 eol 进行 一 
系列 的 突变 研究 ,结果 也 证 明 核 糖 核酸 酶 了 中 的 两 种 成 分 都 是 体内 妈 NA 前 体 后 加 工 所 必需 的 。 然 而 到 
这 个 阶段 ,Altman 从 来 还 没有 想 过 或 怀疑 过 ,核糖 核酸 酶 P 中 的 RNA 可 能 单独 充当 催化 功能 。1979 年 
Ryszard Kole 发 现 ,核糖 核酸 酶 P 中 的 RNA 和 和 蛋白 质 并 不 是 共 价 结合 的 。 当 他 们 将 两 者 分 开 来 之 后 ,都 
没有 活性 ,而 重新 结合 以 后 又 恢复 了 活性 。 当 意识 到 核糖 核酸 酶 了 的 这 种 性 质 与 核糖 体 的 相似 之 处 以 后 ， 
他 们 开始 想到 ,也 许 其 中 的 RNA 部 分 参与 了 酶 活性 中 心 的 形成 。 而 且 , 从 纯化 学 的 角度 ,也 没有 任何 理 
由 排除 RNA 就 不 能 作为 一 种 酶 活性 中 心 的 成 分 或 者 就 是 一 种 酶 的 可 能 性 。 

随 着 20 世纪 80 年 代 重 组 DNA 技术 的 兴起 ,人 们 可 以 使 用 体外 转录 的 方法 大 量 制备 特定 的 
RNA。Altman 实验 室 就 使 用 了 此 方法 大 量 制备 了 M1RNA。 与 此 同时 ,他 们 在 纯化 核糖 核酸 酶 忆 的 
和 蛋白质 亚 基 上 也 取得 了 很 大 进展 。MIRNA 和 蛋白质 亚 基 的 大 量 制备 为 随后 的 一 系列 实验 的 展开 提 
供 了 便利 。 

1982 年 夏天 ,Altman 与 Denver 的 国家 犹太 医院 的 Norman Pace 开始 合作 ,共同 研究 核糖 核酸 酶 的 
结构 与 功能 。 与 Altman 不 同 ,Pace 研究 的 对 象 是 枯草 杆菌 的 核糖 核酸 酶 P。 他 们 想 试 试看 来 自 不 同 菌 种 
的 核糖 核酸 酶 了 能 否 交换 其 RNA 或 蛋白 质 成 分 ,而 仍旧 具有 活性 。 答 案 是 肯定 的 。 例 如 ,由 及 co 的 
RNA 亚 基 与 枯草 杆菌 的 蛋白 质 亚 基 重 组 成 的 杂交 酶 , 照样 可 以 正常 地 剪 切 名 NA 前 体 。 















































































































































推荐 网 址 : 
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2. http://dna.kdna.ucla.edu/rna/index.aspx( 美 国 加 利 福 尼 亚 大 学 洛杉矶 分 校 提供 的 各 类 RNA 编辑 信息 ) 

3. http :Wbioweb.wku.edu/eourses/biol22000/22mRNAprocessing/defaulthtml (美国 西 肯塔基 大 学 基础 分 子 
生物 学 课程 ,有 关 mRNA 后 加 工 的 内 容 ) 

4. http :Wthemedicalbiochemistrypage.org/rna.html#processing (完全 免费 的 医学 生物 化 学 课程 网 站 有 关 
RNA 后 加 工 的 内 容 ) 
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在 合作 计划 进行 中 ,Pace 实验 室 的 Gardiner 偶然 地 发 现 , 当 镁 离子 防 度 提高 时 (>20 mmol/L), 不 但 
正常 反应 增强 , 连 对 照 组 中 不 带 蛋 白质 的 RNA 也 可 以 单独 产生 催化 活性 。Altman 的 实验 室 中 Cecilia 
Guerrier-Takada 得 知 此 事后 ,也 放下 本 来 计划 好 的 其 他 实验 ,集中 全 力 研 究 这 个 有 趣 的 现象 。 进 一 步 研究 
表明 ,蛋白 质 亚 基 能 增强 酶 的 友 .(10~20 倍 ), 但 对 玉 , 没有 什么 影响 。 由 此 可 见 ,细菌 核糖 核酸 了 的 催化 作 
用 是 来 自 其 RNA, 而 不 是 蛋白 质 。 接 着 Altman 实验 室 对 MIRNA 进行 了 全 面 的 研究 ,以 确定 它 是 否 具 
备 一 种 酶 所 应 该 具有 的 各 种 性 质 。 结 果 也 是 肯定 的 。 

Altman 的 发 现 是 对 Cech 的 自我 剪 切 RNA 的 发 现 的 一 个 很 好 的 补充 ,和 目 此 以 后 ,人 们 意识 到 在 生命 
进化 史上 还 有 一 个 古老 而 神秘 的 "RNA 世界 "。 


. Frank D N,Pace N R. Ribonuclease P:unity and diversity in a tRNA-processing ribozyme. 4mmz Rev 


Biochem,67:153-180,1998. 


535 


437, 
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子 代 基因 组 


候 38-1 正 链 RNA 和 负 链 
RNA 基因 组 的 复制 


与 DNA 病毒 相 比 ， 
RNA 病毒 的 基因 组 通常 很 
小 ,为 5~15 kb, 你 认为 其 中 
的 原因 是 什么 ? 
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人 ”第 三 十 八 章 ”基因 组 RNA 的 复制 


DNA 是 生物 主要 的 遗传 物质 ,但 并 不 是 唯一 的 遗传 物质 ,RNA 病毒 就 使 用 RNA 作为 遗传 物质 。 
以 RNA 为 遗传 物质 的 病毒 会 尽 可 能 以 最 经 济 .最 简单 的 方式 复制 自己 的 遗传 信息 ,共有 2 条 途径 :一 
是 依赖 于 RNA 的 RNA 合成 , 即 RNA 一 RNA , 另 一 条 是 以 DNA 为 中 间 物 的 合成 途径 , 即 RNA 一 DNA 一 
DNA 一 RNA。 显而易见 ,通过 第 一 条 途径 进行 复制 的 病毒 RNA 基因 组 是 现在 仅 存 的 远古 RNA 世界 “ 直 
系 后 代 "。 

本 章 主要 介绍 RNA 基因 组 的 复制 ,特别 是 逆转 录 病 毒 基因 组 的 复制 。 


第 一 节 ”依赖 于 RNA 的 RNA 合成 


依赖 于 RNA 的 RNA 合成 是 在 依赖 于 RNA 的 RNA 聚合 酶 (RNA-dependent RNA polymerase,RdRP) 
催化 下 进行 的 ,该 酶 又 称 为 RNA 复制 酶 (RNA replicase)。RNA 指导 的 RNA 合成 的 一 般 特 征 包括 : 

(1) RdRP 主要 由 病毒 基因 组 编码 ,有 的 还 需要 宿主 细胞 编码 的 辅助 蛋白 ”例如 ,QB 噬菌体 复制 
酶 由 4 条 肽 链 组 成 , 除 1 条 链 由 自身 基因 组 编码 以 外 ,其 他 3 条 链 分 别 是 宿主 细胞 的 S1 核糖 体 蛋白 、 
翻译 延伸 因子 EF-Tu 和 FEF-Ts。 

(2) 合成 的 方向 总 是 3 一 3' 。 

(3) 绝 大 多 数 在 模板 的 一 端 从 头 启动 合成 ,少数 需要 合成 引物 。 例 如 肴 茵 灰质 炎 病 毒 (poliovirus) 
负 链 RNA 的 合成 ,就 是 以 一 种 蛋白 质 分 子 上 的 一 个 Tyr 残 基 的 羟基 作为 引物 。 

(4) 属于 易 错 高 突变 合成 。 这 是 因为 RdRP 无 校对 能 力 , 它 的 错误 率 比 DNA 聚合 酶 约 高 10 ' 倍 。 
如 此 高 的 错误 率 使 得 RNA 病毒 的 进化 速率 远 远 高 于 DNA 病毒 ( 快 10 倍 ) ! 

(5) 对 放 线 菌 素 D 不 敏感 ,但 对 核糖 核酸 酶 敏感 。 

(6) 复制 的 场所 绝 大 多 数 在 宿主 细胞 的 细胞 质 ,少数 在 细胞 核 ( 例 如 流感 病毒 )。 基 因 组 RNA 有 单 
链 和 双 链 之 别 , 而 单 链 RNA 又 有 正 链 和 负 链 之 分 (以 mRNA 为 标准 , 正 链 RNA 与 mRNA 同 义 , 负 链 
RNA 与 mRNA 互补 ), 因 此 不 同 的 RNA 病毒 在 其 基因 组 RNA 复制 的 细节 上 会 有 所 不 同 ( 图 38-1)。 


一 、 双 链 RNA 病毒 的 RNA 复制 

这 一 类 病毒 的 基因 组 RNA 为 双 链 ,如 轮 状 病毒 (rotavirus), 在 病毒 感染 到 宿主 细胞 后 ,基因 组 
RNA 不 能 当 mRNA 使 用 。 于 是 ,病毒 在 包装 的 时 候 , 需 要 将 RNA 复制 酶 放 和 到 病毒 颗粒 之 中 ,以便 在 
进入 宿主 细胞 之 后 ,能 转录 出 它 的 mRNA。 

关于 双 链 RNA 病毒 的 基因 组 复制 ,人 们 仍 缺 乏 必要 的 了 解 , 研 究 较 多 的 是 轮 状 病毒 。 这 一 类 病 
毒 都 有 双 层 的 衣 壳 结构 , 当 以 内 乔 的 方式 进入 宿主 细胞 后 ,部 分 病毒 因 和 蛋白 酶 的 水 解 而 脱 去 外 层 衣 
壳 , 从 而 在 细胞 质 留 下 裸露 的 核心 颗粒 。 核 心 颗粒 中 的 基因 组 RNA 在 内 部 的 RdRP 的 催化 下 , 转 
录 出 具有 帽子 结构 但 无 PolyA 尾巴 的 单 顺 反 子 mRNA。mRNA 在 合成 过 程 中 伸 入 到 细胞 质 并 进行 翻 
译 。 翻 译 出 来 的 产物 包括 新 的 结构 蛋白 和 RdRP, 它 们 以 病毒 质 (viroplasm) 的 形式 积累 ,并 与 全 长 的 
mRNA 组 装 成 非 成 熟 的 颗粒 。 在 颗粒 的 内 部 ,mRNA 作为 模板 ,指导 负 链 RNA 的 合成 ,从 而 得 到 新 的 基 
因 组 双 链 RNA。 


二 、 单 链 RNA 病毒 的 RNA 复制 

(一 ) 正 链 RNA 病毒 的 RNA 复制 

这 一 类 病毒 的 基因 组 RNA 与 mRNA 同 义 , 因 此 可 直接 作为 mRNA 使 用 。 一 旦 病毒 感 当 进入 宿 
主 细胞 ,基因 组 就 可 以 被 翻译 ,如 兰 髓 灰质 炎 病 毒 。 它 们 的 基因 组 RNA 的 复制 由 自身 编码 的 RNA 复 
制 酶 催化 ,经 过 互补 的 反 基 因 组 负 链 RNA 中 间 物 ,就 很 容易 产生 新 的 基因 组 正 链 RNA。 

(二 ) 负 链 RNA 病毒 的 RNA 复制 

这 一 类 病毒 的 基因 组 RNA 与 mRNA 反 义 , 如 流感 病毒 (influenza virus) 条 疹 病毒 (measles 
virus)。 因 此 在 进入 宿主 细胞 之 后 ,必须 拷贝 成 互补 的 正 链 RNA ,才能 翻译 出 新 的 病毒 蛋白 。 于 是 ,新 
病毒 颗粒 在 形成 过 程 中 ,需要 将 RNA 复制 酶 包装 到 病毒 颗粒 之 中 ,以 便 在 进入 新 的 宿主 细胞 之 后 能 
够 转录 出 mRNA。 


第 二 节 以 DNA 为 中 间 物 的 RNA 复制 


以 DNA 为 中 间 物 的 RNA 复制 最 为 关键 的 一 步 是 逆转 录 反 应 。 该 现象 最 早 是 在 20 世纪 60 年 代 
末 由 Howard Temin 和 David Baltimore 在 研究 RNA 肿瘤 病毒 的 复制 中 发 现 的 (参看 本 章 “ 科 学 故事 ”)。 
现在 已 很 明确 ,逆转 录 现 象 不 仅 存在 于 逆转 录 病 毒 中 ,还 存在 于 细菌 . 古 菌 和 真 核 生 物 中 ,其 广泛 性 大 
大 出 乎 科学 家 最 初 的 预想 。 按 照 *RNA 世界 ”的 设想 ,在 生命 从 “RNA 世界 "进化 到 “DNA 世界 ”中 ， 
逆转 录 酶 可 能 起 决定 性 作用 。 可 以 想象 ,当地 球 上 出 现 了 核 苷 酸 还 原 酶 和 逆转 录 酶 以 后 ,从 RNA 世 
界 进入 DNA 世界 的 大 门 就 此 打开 了 。 


一 、 逆 转录 病毒 的 RNA 复制 

逆转 录 病 毒 基因 组 属于 正 链 RNA。 逆 转 
录 病 毒 在 感染 宿主 细胞 之 后 ,基因 组 RNA 并 
没有 自由 地 释放 到 细胞 质 中 ,因此 并 不 能 作 
为 mRNA 进行 翻译 ,而 是 作为 道 转 录 酶 的 模 
板 ,被 逆转 录 成 DNA。 

(一 ) 逆转 录 病 毒 的 结构 

1 个 典型 的 逆转 录 病 毒 颗粒 的 结构 如 图 
38-2 所 示 : 按 照 从 外 到 内 的 次 序 , 最 外 面 的 
是 外 被 (envelope), 是 一 层 衍 生 于 宿主 细胞 
膜 的 磷脂 双 层 结构 ,其 上 含有 病毒 编码 的 表 
面 糖 蛋白 (surface glycoprotein,SU) 和 跨 膜 蛋 
(transmembrane protein,TM), 其 中 SU 为 
外 层 的 外 被 糖 蛋 白 ,是 病毒 的 主要 抗原 ,TM 为 成 熟 的 外 被 糖 蛋白 的 内 部 跨 膜 部 分 ;中 间 是 一 层 蛋 白 
质 核心 ,被 称 为 衣 壳 (capsid), 呈 二 十 面体 状 。 组 成 衣 壳 的 蛋白 质 有 基质 蛋白 (matrix protein ,MA)、 
衣 壳 蛋白 (capsid protein,CA) 和 核 衣 壳 蛋 白 (nucleocapsid protein,NC), 其 中 MA 与 外 被 的 内 侧面 接 
触 ,CA 是 病毒 颗粒 中 含量 最 丰富 的 和 蛋白质, 起 保护 核心 的 作用 ,NC 形成 核心 ,起 着 保护 基因 组 的 功 
能 ;基因 组 RNA 在 病毒 颗粒 的 最 里 面 , 共 有 2 个 拷贝 ,有 逆转 录 酶 整合 酶 ,蛋白酶 和 tRNA 引物 与 
其 结合 。 

逆转 录 病 毒 的 基因 组 RNA 等 同 于 一 个 全 长 的 病毒 mRNA (图 38-3), 其 非 编 码 序 列 包 括 $ 端的 
帽子 结构 .5 端的 末端 直接 重复 序列 (repeat,R)、5' 端 特有 的 序列 (5' end unique,U5) 引物 结合 位 点 





余 38-2 逆转 录 病 毒 的 结构 
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也 些 生物 分 子 的 合 
成 需要 引物 ? 哪些 物质 可 以 


作为 引物 ? 
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聚合 酶 
蛋白 酶 (逆转 录 酶 ,整合 酶 ) 


外 被 糖 蛋白 
(SU,TMD) 


基 团 特异 性 抗原 
( 衣 壳 蛋白 MA,CANC) 






汉 昌 当 5' 端 特 ”tRNA 引物 3, 端 特 “末端 重 
有 序列 ”结合 位 点 有 序列 复 序列 


多 聚 腺 苷 酸 尾巴 .3' 端 特有 的 序列 (3' end unique,U3) 和 3' 端 的 末端 直接 重复 序列 。 编 码 序 列 通 常 含 
有 3 个 结构 基因 ,它们 是 编码 MA、CA 和 NC 的 gag 基因 ,编码 逆转 录 酶 .整合 酶 和 蛋白 酶 的 pol 基因 
以 及 编码 SU 和 TM 的 enz 基因 。 如 果 是 肿瘤 病毒 ,如 劳 氏 肉瘤 病毒 (Rous sarcoma virus,RSV), 就 可 能 
还 含有 编码 癌 蛋 白 (oncoprotein) 的 癌 基 因 onc。 

(二 ) 逆转 录 病 毒 的 生活 史 

逆转 录 病 毒 中 最 臭名 昭著 的 要 算 HIV (人 类 免疫 缺陷 病毒 ,human immunodeficiency virus) 了 , 它 是 
人 类 获得 性 免疫 缺陷 综合 征 (acquired immune deficiency syndrome,AIDS) 即 艾 滋 病 的 元 区 。 

HIV 可 分 为 TI 型 和 开 型 ,下 面 以 I 型 艾滋 病 病毒 (HIV-1) 为 例 ,介绍 逆转 录 病 毒 的 生活 史 (图 
38-4)。HIV-! 的 生活 史 可 分 为 8 个 阶段 : 


细胞 表面 
gp120/gp41 


的 表达 ;成 熟 





1. 病毒 的 附着 以 及 和 宿主 细胞 膜 的 融合 

这 个 阶段 的 反应 受到 HIV 在 宿主 细胞 膜 上 的 受 体 和 辅助 受 体 介 导 。 病 毒 颗粒 外 被 先 特异 性 附着 在 
宿主 细胞 膜 上 (图 38-5)、 然 后 与 膜 融合 (图 38-6)。 作 为 受 体 和 辅助 受 体 的 蛋白 质 分 别 是 CD4 蛋白 和 趋 
化 因子 (chemokine) 受 体 一 一 CCR5 或 CXCR4 ,而 配 体 是 病毒 表面 糖 蛋白 中 120 和 色 41。 其 中 CD4 是 一 
种 细胞 表面 糖 蛋白 ,其 正常 的 生理 功能 主要 是 作为 了 细胞 受 体 的 辅助 受 体 ,降低 细胞 激活 所 必需 的 抗原 
数量 , 趋 化 因子 的 受 体 属 于 与 G 蛋白 偶 联 的 受 体 ,其 正常 的 功能 是 参与 和 趋 化 因子 相关 的 信号 传导 。 

HIV 的 宿主 细胞 主要 包括 :CD4-T 淋巴 细胞 ` 巨 噬 细胞 . 单 核 细胞 和 树 突 状 细胞 (dendritic cell)。 


这 些 细胞 都 同时 含有 CD4 蛋白 和 趋 化 因子 
受 体 。 

2. 核心 颗粒 释放 和 逆转 录 

当 HIV-1 外 被 与 宿主 细胞 质 膜 融 合 以 
后 ,由 衣 壳 包 被 的 基因 组 RNA 便 进 入 细胞 
质 ,随后 在 与 基因 组 RNA 结合 的 逆转 录 酶 
的 催化 下 ,进行 道 转录 。 

逆转 录 酶 含有 大 小 两 个 亚 基 ,小 亚 基 是 
大 亚 基 的 特异 性 水 解 产 物 。 大 亚 基 具有 3 
个 酶 活性 :@ 依 赖 于 RNA 的 DNA 聚合 酶 活 
性 ,该 活性 用 来 催化 负 链 DNA 的 合成 ;@ 核 
糖 核酸 酶 再 活 性 ,该 活性 用 来 水 解 tRNA 引 
物 和 基因 组 RNA;G@) 依 赖 于 DNA 的 DNA 聚 
合 酶 活性 ,该 活性 用 来 合成 正 链 DNA。 小 亚 

基 的 作用 是 保护 大 亚 基 免 受 水 解 。 





图 38-5 艾滋 病 病 毒 与 宿主 细胞 的 附着 (Abbas,2010) 
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gp 41 的 构象 变 


CXCR 了 VSD120 gp 120 构象 变化 


CXCR4 
结合 到 了 二 化 暴露 出 插入 
细胞 CD4 全 人 和 区、 到 T 细 胞 膜 的 


融合 肽 
38-6 艾滋病 病毒 外 被 与 宿主 细胞 膜 的 融合 


逆转 录 酶 催化 的 DNA 合成 反应 的 精度 并 不 高 ,错误 率 平均 为 万 分 之 一 ,原因 是 它 没有 3'- 外 切 酶 
活性 。 这 已 成 为 HIV 对 抗 艾滋 病 药 物 容易 产生 抗 性 的 主要 原因 。 

逆转 录 酶 是 HIV 复制 必 不 可 少 的 酶 ,而 人 体内 除了 维持 染色 体 端 粒 结构 完整 性 所 必需 的 内 源 端 
聚 酶 的 逆转 录 酶 活性 以 外 ,还 没有 其 他 细胞 必需 的 过 程 需 要 逆转 录 酶 活性 ,因此 ,筛选 到 只 针对 HIV 
逆转 录 酶 的 强 抑制 剂 已 成 为 治疗 艾滋 病 的 法 宝 。 

逆转 录 病 毒 在 体内 的 道 转录 反应 共 分 为 7 步 , 通 过 这 些 反应 ,基因 组 RNA 被 逆转 录 成 两 端 含 有 
LTR(U3-R-U5) 序 列 的 双 链 DNA ,原来 的 基因 组 RNA 的 3' 端 加 上 了 0U5 ,而 $ 端 加 上 了 U3 (图 38-7)。 
那么 为 什么 需要 将 双 链 DNA 两 端 转变 成 LTR 呢 ? 原因 在 于 控制 道 转录 病毒 基因 转录 的 启动 子 和 增强 
子 序 列 位 于 U3 内 部 (图 38-8)。 此 外 ,只 有 在 洒 端 加 上 了 U3 以 后 , 原 病 毒 DNA 将 来 才 可 能 在 宿主 细胞 
RNA 聚合 酶 开 的 催化 下 ,得 到 全 长 基因 组 大 小 的 mRNA, 全 长 的 mRNA 再 经 过 后 加 工 , 从 而 得 到 完整 的 
新 基因 组 RNA( 图 38-8)。 和 否则 ,无 法 拷贝 转录 起 始点 上 游 的 序列 ,也 就 得 不 到 完整 的 基因 组 RNA。 

3. 原 病 毒 DNA 进入 细胞 核 

原 病毒 DNA 单独 并 不 能 进入 细胞 核 , 它 需要 先 与 病毒 蛋白 VPR、MA 和 一 起 组 成 核 蛋 白 复合 
物 ,然后 在 位 于 IN 上 的 细胞 核定 位 信号 (NLS) 的 指导 下 ,通过 核 孔 进入 细胞 核 (参看 第 四 十 章 “ 和 蛋白 
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核糖 核酸 酶 H 在 体 
内 和 体外 有 哪些 功能 或 用 途 ? 


若是 HIV 是 一 种 
DNA 病毒 , 你 认为 治疗 艾滋 
病 将 变 得 更 容易 还 是 更 困 
难 ? 为 什么 ? 





逆转 录 病 毒 基 因 组 
RNA 逆转 录 的 详细 过 程 
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候 38-7 逆转 录 病 毒 基 因 组 经 逆转 录 后 形成 的 LTR 


质 的 翻译 后 加 工 及 其 定向 和 分 拣 ” )。 


框 38-1 身边 的 生物 化 学 一 一 有 天 生 不 会 感染 HIV 的 人 吗 ? 

自 20 世纪 80 年 代 艾滋 病 在 地 球 上 开始 泛滥 以 来 ,已 有 几 千 万 人 死 于 艾滋 病 。 然 而 ,并 不 是 每 一 个 接 
触 HIV 的 人 都 会 得 病 。 科 学 家 已 经 发 现 ,人 和 群 中 有 少数 人 对 HIV 的 感染 似乎 有 抗 性 。 这 究竟 是 为 什么 呢 ? 

答案 是 HIV 就 像 其 他 病毒 一 样 ,并 不 能 自己 繁殖 ,必须 进入 宿主 细胞 以 后 才能 增殖 。 而 它 进 入 宿主 
细胞 又 需要 宿主 细胞 的 帮助 。 协 助 HIV 进入 其 内 的 是 宿主 细胞 表面 的 CD4 受 体 和 CCR5 辅助 受 体 , 这 
两 种 蛋白 质 缺 一 不 可 。 同 时 带 有 这 两 种 蛋白 质 的 细胞 主要 是 CD4-T 宁 巴 细胞 ,HIV 感染 它们 以 后 ,可 逐 
步 杀 死 这 些 细胞 ,而 导致 免疫 系统 的 瘫痪 。 

许多 对 于 HIV 有 抗 性 的 人 在 CCR5 的 基因 上 有 突变 ,这 种 突变 的 基因 被 称 为 CCR5-832。CCR5- 
832 编码 的 CCR5 较 小 , 故 不 能 定位 到 宿主 细胞 的 表面 。 于 是 多 数 形式 的 HIV 感染 不 了 这 样 的 人 。 一 个 
人 若是 2 个 CCR5 等 位 基因 都 是 CCR5-832, 则 几乎 是 不 会 感染 HIV 的 。 据 估计 , 约 1% 来 自 北欧 的 白 
人 就 是 这 样 的 幸运 者 。 一 个 人 若是 只 有 1 个 拷贝 的 CCR5-832, 则 对 HIV 的 感染 也 有 一 定 程 度 的 保护 ， 
即使 感染 了 ,病情 也 轻 。 这 样 的 人 约 占 自 人 人 口 的 20%。 但 黑色 人 种 和 黄色 人 种 缺乏 这 样 的 突变 。 一 个 
人 即使 2 个 CCR5 等 位 基因 都 是 CCR5-832, 也 不 能 绝对 保证 不 会 感染 HIV。 某 些 不 常见 的 HIV 可 能 
通过 其 他 蛋白 质 进入 宿主 细胞 ,尽管 这 种 可 能 性 很 低 。 此 外 ,少数 CCR5 基因 完全 正常 的 人 对 HIV 也 有 
抗 性 。 科 学 家 们 正在 对 这 样 的 人 的 基因 组 序列 进行 研究 ,以 找 出 其 中 的 原因 。 

既然 CCR5 对 HIV 的 感染 这 么 重要 ,并 且 带 有 缺陷 CCR5 基因 的 人 不 仅 能 正常 生活 ,还 对 HIV 有 
抗 性 ,那么 ,是 否 可 以 通过 阻 断 CCRs5 的 药物 来 阻止 HIV 的 感染 呢 ? 

答案 是 希望 不 大 。 原 因 是 HIV 是 逆转 录 病 毒 ,在 进行 复制 的 时 候 , 因 缺乏 校对 的 功能 很 容易 出 差错 ， 
从 而 导致 其 基因 很 容易 发 生 突变 。 这 些 突变 的 后 代 有 的 可 能 感染 能 力 下 降 , 有 的 可 能 感染 得 更 好 。 但 
CCR5 被 阻 煌 了 ,病毒 如 何 进入 细胞 内 ? 答案 一 方面 是 CCR5 被 药物 阻 断 的 效率 不 可 能 100%, 这 不 像 基 
因 有 缺陷 可 导致 所 有 的 CCR5 无 功能 ,因此 ,仍然 有 少量 的 HIV 会 通过 没有 被 阻 断 的 CCR5 进入 细胞 ; 
另 一 方面 是 一 个 突变 的 病毒 可 能 会 使 用 另 一 种 辅助 受 体 。 事 实 上 ,正常 的 病毒 感染 就 有 这 样 的 情况 发 生 。 
在 HIV 感染 的 早期 ,病毒 扩散 较 慢 的 时 候 使 用 CCR5, 而 后 来 病毒 使 用 另 一 种 叫 CXCR4 的 辅助 受 体 ,这 
时 病情 加 重 了 。 但 病毒 也 许 不 那么 容易 围绕 着 一 个 已 被 阻 断 的 CCR5 进行 突变 ,如 果 病 毒 进 入 不 了 细胞 ， 
新 产生 的 病毒 就 很 少 ,这 就 大 大 降低 一 种 不 使 用 CCR5 的 变 体 产生 的 可 能 性 。 

CCR5-832 这 种 天 然 的 突变 对 于 HIV 感染 无 疑 是 最 佳 的 防线 ,但 这 种 突变 是 如 何 产生 的 呢 ? 另外 为 
什么 黑色 人 种 和 黄色 人 种 几乎 没有 这 种 突变 呢 ? 

进化 论 告诉 我 们 ,病毒 在 进化 ,人 类 也 在 进化 。 但 人 类 进化 的 速率 显然 还 快 不 到 在 这 么 短 的 时 间 内 ， 
让 很 多 人 产生 对 HIV 的 抗 性 。 换 名 话说 ,不 可 能 是 HIV 施加 的 选择 性 压力 造成 这 么 多 北欧 人 带 有 这 种 突 
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变 ,很 可 能 是 以 前 的 传染 病 带 来 了 这 种 突变 的 基因 ,正巧 被 用 来 提供 对 HIV 的 抗 性 。 如 果真 的 是 这 样 , 带 
有 CCR5-832 的 人 面 对 以 前 曾经 爆发 过 的 传染 病 更 可 能 生存 下 来 ,并 传 给 他 们 的 后 代 。 同 时 ,具有 正常 
CCR5 的 人 群 的 生存 率 下 降 。 在 欧洲 的 历史 上 , 曾 有 两 种 致命 的 疾病 暴发 过 ,一 是 黑 死 病 (black death), 二 
是 天 花 , 后 者 也 需要 CCR5 和 CXCR4 才能 进入 细胞 。 已 有 证 据 表明 , 可 能 就 是 这 两 种 疾病 产生 的 选择 
性 压力 ,使 得 一 部 分 人 获得 突变 的 CCR5-8$32。 


4. 整合 

整合 即 是 原 病毒 DNA 与 宿主 染色 体 DNA 的 共 价 连接 ,其 整合 位 点 是 随机 的 。 整 合 的 原 病毒 
DNA 将 成 为 宿主 细胞 永久 性 的 遗传 物质 ,会 随 着 宿主 DNA 的 复制 而 复制 。 

5. 转录 及 后 加 工 

HIV 的 转录 是 在 宿主 细胞 RNA 聚合 酶 开 的 催化 下 完成 的 ,其 全 长 初级 转录 物 的 长 度 为 9 kb。 转 


CTD 于 +80 nt 的 位 置 ,得 到 的 转录 物 
仅仅 是 长 约 70nt 的 TAR 序列 ; 
如 果 有 Tat 蛋白 与 TAR 结合 , 歧 
期 蛋白 T 和 依赖 于 周期 蛋白 的 
激酶 9(CDK9) 就 会 被 招募 到 近 
启动 子 位 置 ,促进 CTD 的 高 度 磷 
酸化 ,使 启动 子 容易 清空 ,同时 增 
强 聚 合 酶 开 的 进行 性 ,使 RNA 聚 
合 酶 能 合成 出 全 长 的 初级 转录 物 
RE (图 38-9)。 
伴随 着 原 病 毒 DNA 的 转录 或 在 转录 完成 以 后 ,HIV 的 转录 物 像 宿主 细胞 的 mRNA 前 体 一 样 经 
历 后 加 工 , 包 括 戴 帽 和 加 尾 ,剪接 有 的 发 生 , 有 的 不 发 生 。 如 果 不 发 生 剪接 ,得 到 的 就 是 全 长 的 基因 
组 RNA, 否 则 就 是 比 基 因 组 小 的 RNA。 全 长 的 病毒 RNA 有 2 个 功能 :一 是 被 翻译 成 多 聚 CAG 和 多 
聚 CAG-POL, 另 一 个 功能 是 被 包装 到 子 代 病毒 颗粒 之 中 成 为 新 的 基因 组 RNA。 小 于 基因 组 大 小 的 
mRNA 用 来 编码 新 病毒 装配 所 需要 的 其 他 蛋白 质 。 
简单 的 闭 转 录 病 毒 仅 有 一 种 剪接 方式 ,产生 的 mRNA 编码 en 基因 的 产物 。 复 杂 的 逆转 录 病 毒 
ee 会 有 多 重 前 接 信 生 ( 图 38_10) 因而 会 发 生 可 态 
妥 佬 四 和 中 剪接 ,产生 多 种 类 型 的 mRNA, 以 编码 病毒 特有 的 
pe pu rev- 全 的 v 调节 蛋白 和 辅助 蛋白 。HIV-! 的 初级 转录 物 上 
(一 可- 一- 印 含有 多 重 剪 接 信号 ,这 为 可 变 剪 接 提 供 了 可 能 ， 
供 体 ; 人 | 据 估 计 ,HIV-1 通过 可 变 剪 接 可 以 产生 30 种 以 上 


mRNA。 这 些 mRNA 通过 特殊 的 移 位 机 制 进入 细 
38-10 艾滋病 病 毒 基因 组 RNA 含有 的 可 能 剪接 位 点 胞 质 进 行 翻译 。 
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逆转 录 病 毒 的 初级 转录 物 上 还 含有 含有 加 尾 信号 ,通常 的 一 致 序列 是 AAUAAA。 

由 于 原 病毒 两 端 LTR 序列 的 存在 ,逆转 录 病 毒 总 是 含有 2 个 拷贝 的 加 尾 信和 号, 分别 位 于 宁 端 和 3' 
端 。 但 是 ,通常 只 有 3' 端 的 加 尾 信 号 才 被 选择 使 用 ,原因 是 $ 端的 加 尾 信号 受到 邻近 的 启动 子 或 剪接 
位 点 的 抑制 ,而 3' 端 的 加 尾 信号 则 受到 U3 序列 的 增强 。 

6. 转录 物 输出 到 细胞 质 

剪接 完全 的 转录 物 很 快 离开 细胞 核 , 并 在 细胞 质 中 进行 翻译 ,如 iat、rez 和 ne 太 ,但 对 于 没有 剪接 
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HIV-DNA 的 整合 
属于 位 点 特异 性 重组 吧 ? 它 
的 整合 有 没有 任何 可 能 会 导 
致 细胞 的 瘤 变 ? 为什么? 
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或 仅 发 生 单一 剪接 反应 的 mRNA 而 言 ,它们 依然 





含有 多 重 剪 接 信号 , 那 又 如 何 离开 细胞 核 呢 ? 答 FE 二 上 一 一 
EM 2 中 > 人 JE 
案 是 需要 一 种 叫 Rev 的 蛋白 质 。Rerv 与 没有 前 ESG caw ) 0 
接 的 RNA 上 的 发 夹 结构 一 一 Rev 应 答 元 件 (Rev 
Response Element,RRE) 结 合 ( 图 38-11)。 
Rev 和 蛋白 由 剪接 完全 的 病毒 mRNA 编码 , 因 RRE 
此 一 旦 编码 它 的 mRNA 进入 细胞 质 ,就 会 很 快 地 EE SD SA | R 


翻译 出 Rev 蛋白 。 然 而 ,Rev 蛋白 具有 双重 信号 序 “” 侠 38-11 剪接 不 完全 的 逆转 录 病 毒 mRNA 离开 细胞 核 
列 :一 个 是 富 含 碱 性 氨基 酸 残 基 的 细胞 核定 位 信 ”的 机 制 0 
号 (NLS) 一 一 TRQOARRNRRRRWRERQR , 另 一 个 是 细胞 核 输出 信号 (nuclear export sequence,NES) 一 一 
LQLPPLERLTL。 那 么 ,究竟 是 哪 一 个 信和 号 序列 起 作用 呢 ? 由 于 相对 于 NES,Rerv 蛋白 分 子 上 的 NLS 亲 水 
性 更 强 ,因此 它 暴 露 得 更 好 , 故 在 细胞 质 中 更 容易 被 参与 核 蛋 白 转 运 的 蛋白 质 一 输入 蛋白 (importin) ay/ 
B 识别 。 于 是 ,在 细胞 质 中 ,Rev 分 子 上 的 NLS 信号 占 上 风 , 在 输入 蛋白 wB 以 及 Ran (一 种 小 G 蛋白 ) 的 
帮助 下 ,通过 核 孔 进入 细胞 核 。 在 细胞 核 ,Rev- 输入 蛋白 wB 受到 Ran-GTP 作用 而 解 离 ,随后 ,自由 的 
Rev 和 蛋白 与 含有 RRE 的 病毒 mRNA 前 体 结合 。 有 趣 的 是 ,RRE 正好 与 Rev 上 的 NLS 结合 。 因 此 ,一 旦 
Rev 与 RNA 结合 ,其 NLS 信号 即 被 屏蔽 。 这 时 NES 便 起 作用 了 。 在 输出 蛋白 (exportin) 一 一 CRMI1 的 作 
用 下 , 带 有 内 含 子 的 病毒 mRNA 与 Rev.CRM1 和 Ran-GTP 一 起 形成 有 功能 的 输出 复合 物 , 并 进入 细胞 质 。 
在 进入 细胞 质 以 后 ,输出 复合 物 受 一 种 NBPLI/RanGAP 和 蛋白质 复合 物 的 作用 ,其 上 的 Ran-GTP 被 水 解 成 
Ran-GDP 后 释放 , 紧 接着 Rev 也 被 释放 出 来 (参看 第 四 十 章 “和 蛋白质 的 翻译 后 加 工 及 其 定向 和 分 拒 ”)。 

7 攻 RaeEit 人 


所 有 的 道 转录 病毒 都 可 以 产生 加 是 信和 

3 种 多 聚 蛋白 质 , 即 多 聚 GAG 、 多 聚 
没有 剪接 5 3 A 

GAG-POL 和 多 聚 ENV( 图 38-12), 剪 的 转录 物 R U5 gag pol U3 R 
接 过 的 或 非 剪接 过 的 mRNA 从 细胞 核 翻译 
运输 到 细胞 质 后 都 可 以 作为 模板 进行 最 自 质 Eee GAG 加 刘 本 
翻译 。 其 中 9 kb 转录 物 被 正常 翻译 了 
成 多 聚 CAG ,或 者 经 移 框 翻译 出 多 聚 移 码 位 点 
GAG-_POL 融合 蛋白 。 在 病毒 组 装 过 R U5 emy _U3R 
程 中 ,这 两 种 多 聚 蛋白 被 多 聚 CAG- 人 
POL 上 的 蛋白 本 结构 域 切割 成 各 种 蛋 | 


白质 单 体 ,其 中 多 聚 CAG 可 产生 MA、 剪接 过 的 RU5 ev U3R 
CA 和 NC 等 几 种 病毒 内 部 结构 蛋白 。 人 避 ” 

一 种 剪接 过 的 mRNA (含有 enz 基 
因 ) 被 翻译 成 gp160 多 聚 蛋 白 。 在 翻 RN 
译 的 时 候 ,gp160 多 聚 蛋白 进入 内 质 网 ER 
进行 糖 基 化 修饰 ,后 被 转运 到 高 尔 基 体 ,再 被 宿主 细胞 的 蛋白 酶 剪接 成 gp120 和 gp41。 

多 聚 GAG-POL 除了 产生 MA CA 和 NC 以 外 ,还 能 产生 蛋白 酶 .逆转 录 酶 和 整合 酶 。 

8. 新 病毒 装配 和 出 芽 释 放 

首先 是 CAG 与 CAG-POL 的 内 部 核心 自发 装配 成 “颗粒 ”; 随后 ,2 个 拷贝 的 9 kb 长 的 基因 组 
RNA 随 着 GAG 之 中 的 NC 部 分 ,与 病毒 RNA 上 的 包装 序列 结合 进入 颗粒 之 中 。GAG 和 GAG-POL 
上 的 Myr-MA 指导 复合 物 到 达 插 有 gp120-gp41 的 细胞 质 膜 附 近 。 接 着 颗粒 与 内 部 的 gp41 结构 域 
结合 ,并 开始 出 芽 。 在 出 芽 期 间或 出 芽 以 后 ,GAG 和 GAG-POL 被 病毒 的 蛋白 酶 切割 成 各 种 单 体 ,其 


四 38-1 12 GAG、GAG- iPOL 和 ENV 的 形成 


中 蛋白 酶 . 疼 转 录 酶 和 整合 酶 与 基因 组 RNA 相连 ,其 他 结构 蛋白 构成 衣 壳 包 夺 基因 组 RNA。 在 出 
芽 过 程 中 ,含有 gp120-gp41 的 细胞 质 膜 包 被 在 病毒 颗粒 的 最 外 面 。 在 颗粒 释放 以 后 ,CAG 和 GAG- 
POL 继续 切割 。 

病毒 蛋白 酶 虽然 不 是 病毒 装配 所 必需 的 ,但 却 是 病毒 成 熟 和 获得 感染 性 所 必需 的 。 现 在 ,HIV 
蛋白 酶 的 抑制 剂 和 HIV 逆转 录 酶 的 抑制 剂 ( 如 AZT) 已 成 为 抗 艾 滋 病 “鸡尾酒 疗法 "中 的 标准 成 分 。 

Ru SN 和 江 

重组 ”, 有 关 。 

端 粒 酶 催化 的 逆转 录 反 应 的 内 容 请 参见 第 
三 十 三 章 “DNA 复制 ”, 在 此 不 再 缆 述 。 


二 、 某 些 DNA 病毒 生活 史 中 的 闭 转 录 现 象 

某 些 DNA 病毒 ,例如 花椰菜 灸 峙 病毒 (Cauliflower 
mosaic virus,CaMV) 和 乙 型 肝炎 病毒 (HBV), 虽然 其 
遗传 物质 是 DNA, 但 生活 史 中 也 有 从 RNA 到 DNA 的 
道 转 录 过 程 。 这 些 DNA 病毒 被 称 为 泛 逆 转录 病毒 





RS | SN (pararetrovirus)。 
NO 浊 RS 以 HBV 为 例 ,其 生活 史 如 图 38-13 所 示 ,显然 它 
MMS NVS 的 基因 组 DNA 的 扩 增 必须 通过 RNA 中 间 物 , 即 必须 
和 前 基因 组 包 被 经 历 逆转 录 。HBYV 的 道 转 录 有 一个 不 同 寻 常 的 性 质 ， 
人 就 是 其 负 链 DNA 的 合成 以 RTN 端 Tyr 残 基 上 的 羟基 ， 
核心 抗原 而 不 是 以 核酸 分 子 作为 引物 。 
人 CaMV 的 生活 史 与 HBV 相似 ,但 其 负 链 DNA 的 
图 | 和 全 二 HIDNA 合成 以 宿主 细胞 的 TRNA” 为 引物 。 
合 酶 (+ 链 DNA) 
逆转 录 反 应 并 不 是 真 核 生物 及 其 病毒 特有 的 , 事 


病毒 成 熟 





质 膜 实 上 ,在 一 些 原 核 生物 体内 ( 黏 球菌 ,大 肠 杆 菌 和 一 些 


病毒 分 革 兰 氏 阳性 杆菌 ) 也 发 现 了 逆转 录 现象 。 这 些 原核 生 
物体 内 存在 一 种 被 称 为 msDNA 的 核酸 。 该 核酸 是 通 
@ 国 38-13 乙 型 夺 炎 病毒 的 生活 史 过 特殊 的 逆转 录 反 应 形成 的 。 
科学 故事 __ 逆转 录 酶 的 发 现 


1961 年 ,Howard Temin 开始 收集 与 “中 心 法 则 ”不 相 吻 合 的 证 据 。 可 以 说 ,他 几乎 将 他 的 全 部 学 术 生 
涯 都 花 在 了 RNA 肿瘤 病毒 的 研究 上 。 他 的 早期 研究 工作 集中 在 劳 氏 肉瘤 病毒 (Rous sarcoma virus,RSV) 
上 。RSV 是 一 种 RNA 病毒 ,能 够 将 正常 细胞 转化 成 肿瘤 细胞 。Temin 认为 ,对 这 种 病毒 行为 最 好 的 解释 为 
此 病毒 如 何 处 于 一 种 显 性 或 前 病毒 状态 建立 一 个 模型 。 然 而 ,既然 RNA 是 出 了 名 的 不 稳定 ,Temin 就 提出 
了 RSYV 的 RNA 基因 组 转变 成 DNA 原 病毒 的 模型 。 心 里 有 了 这 个 模型 ,他 开始 寻找 证 据 去 证 明 它 。 他 首 
先 得 到 RSV 对 DNA 合成 的 抑制 剂 ( 放 线 菌 素 D) 敏 感 的 数据 ,而 且 发 现在 转化 的 细胞 里 有 与 RSV 基因 组 
RNA 互补 的 DNA。 对 于 他 的 模型 ,其 他 的 研究 者 表示 怀疑 ,看 来 需要 一 个 决定 性 的 实验 来 证 明 他 的 模型 。 

与 此 同时 ,名 为 David Baltimore 的 病毒 学 家 一 直 在 研究 病毒 的 复制 。 他 依靠 生物 化 学 途径 ,直接 研究 
病毒 本 身 的 RNA 和 DNA 合成 。 起 初 ,他 在 一 种 非 致 瘤 RNA 病毒 (nontumorigenic RNA virus) 一 疱 
性 口 炎 病毒 (vesicular stomatitis virus) 中 ,分离 到 一 种 依赖 于 RNA 的 RNA 聚合 酶 ,于 是 他 的 注意 力 转移 
到 RNA 肿瘤 病毒 ,并 最 终 开 始 研究 劳 舍 尔 鼠 白血病 病毒 (Rauscher murine leukemia virus,R-MLV)。 他 
使 用 这 种 RNA 肿瘤 病毒 ,独立 地 证 明了 Temin 的 模型 。 





438, 


HIV 的 生活 史 的 哪 
些 环节 可 用 来 作为 抗 艾滋 病 
药物 作用 的 靶 点 ? 


写 出 适合 CaMV 
和 HBYV 的 中 心 法 则 。 


哪些 生物 分 子 的 合 
成 也 是 以 一 种 蛋白 质 分 子 上 一 
个 Tyr 残 基 的 羟基 作为 引物 ? 


msDNA 的 合成 
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本 章 小 结 填 填 看 
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Temin 和 Baltimore 各 自 使 用 不 同 的 途径 ,设计 了 一 系列 关键 的 实验 来 证 明 Termin 的 模型 。 两 人 都 
从 纯 的 病毒 样品 开始 ,使 用 非 离子 去 垢 剂 破裂 病毒 颗粒 。 有 了 破裂 的 病毒 颗粒 ,他 们 提出 了 一 个 极为 关 
键 的 问题 :一 种 RNA 肿瘤 病毒 能 够 进行 DNA 合成 吗 ? 为 了 回答 这 个 问题 ,两 个 研究 小 组 都 加 入 了 放 
射 性 标记 的 daTTP 和 其 他 3 种 dNTPs(dATP、dCTP 和 dGTP) 到 病毒 抽取 物 中 ,然后 ,检测 有 没有 放射 性 
dTTP 参 人 到 DNA 分 子 之 中 。 实 际 上 ,在 每 一 个 实验 中 ,都 发 现 有 放射 性 标记 的 aTTP 参 人 到 核酸 中 。 
当 Balimore 将 放射 性 标记 的 1 种 rNTP 和 其 他 3 种 rzNTP 加 到 病毒 抽取 物 时 ,没有 检测 到 任何 RNA 合成 。 
为 了 证 明 真 正 形成 的 核酸 产物 就 是 DNA, 他 们 分 别 使 用 专门 水 解 RNA 的 RNA 酶 和 专门 水 解 DNA 的 
DNA 酶 处 理 合成 的 产物 ,发现 产 物 只 对 DNA 酶 敏感 。 这 些 实验 结果 证 明 病毒 颗粒 里 含有 催化 DNA 合 
成 的 酶 。 然 而 ,合成 DNA 的 模板 是 什么 呢 ? 为 了 一 劳 永 锡 地 显示 DNA 只 能 从 RNA 模板 合成 的 ,Balti- 
more 和 Temin 都 事先 用 RNA 酶 与 病毒 抽取 物 进行 旷 育 ,以 水 解 可 能 的 RNA。 如 果 RNA 真是 模板 , 那 
RNA 酶 的 作用 就 导致 DNA 无 法 合成 。 事实 证明 ,结果 正 是 如 此 :RNA 酶 与 病毒 抽取 物 凡 育 的 时 间 越 长 ， 
合成 DNA 的 活性 就 越 低 。 这 就 证 明了 在 RNA 肿瘤 病毒 里 含有 人 化 依赖 于 RNA 的 DNA 聚合 酶 。 由 于 
这 种 酶 健 化 的 反应 与 转录 相反 ,因此 被 称 为 逆转 录 酶 。 起 初 ,许多 科学 家 不 愿意 承认 逆转 录 酶 的 存在 , 因 
为 其 活性 违背 “中心 法 则 ” ,但 不 久 对 酶 纯化 和 定性 的 成 功 让 他 们 改变 了 观点 。 

Temin 和 Baltimor 使 用 不 同 的 途径 发 现 了 逆转 录 酶 。Temin 坚信 此 酶 活性 的 存在 ,对 于 他 来 说 ,以 纯 
化 的 病毒 颗粒 而 不 是 感染 的 细胞 进行 生化 实验 ,可 以 让 他 向 世界 证 明 他 的 模型 ;而 Baltimore 相信 ,病毒 带 
有 聚合 酶 的 活性 。 他 要 做 的 事情 是 测定 病毒 有 无 Temin 假定 的 依赖 于 RNA 的 DNA 聚合 酶 活性 。 两 位 
科学 家 都 持 有 同样 的 信念 ,坚信 他 们 的 发 现 ,而 不 管 是 不 是 与 传统 的 观念 相悖 。 

逆转 录 病 毒 的 发 现 从 许多 方面 影响 着 人 类 的 生活 。 使 用 逆转 录 酶 ,很 容易 将 细胞 内 不 稳定 的 mRNA 
反 转 录 成 EDNA, 这 就 大 大 加 速 了 基因 的 克隆 和 功能 的 研究 。 该 发 现 也 激励 人 们 去 寻找 更 多 的 逆转 录 病 
毒 ,在 某 种 意义 上 ,为 15 年 后 发 现 艾滋 病 病 毒 提供 了 方向 。 

Termin 和 Baltimore 的 发 现 的 重要 性 很 快 得 到 了 世界 的 公认 ,他 们 因此 荣获 1975 年 的 诺 贝 尔 生理 学 
或 医学 奖 。 
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名 ”第 三 十 九 章 蛋白质 的 生物 合成 及 其 在 细胞 内 的 降解 


蛋白 质 的 生物 合成 也 称 为 翻译 , 它 是 基因 表达 的 最 后 一 步 。 通 过 翻译 ,核酸 分 子 中 由 4 种 碱 基 编 
码 的 遗传 指令 转变 成 蛋白 质 分 子 中 由 22 种 氨基 酸 编码 的 功能 语言 。 不 同 的 细胞 对 蛋白质 合成 的 需 
求 和 能 力 差别 很 大 , 像 哺乳 动物 成 熟 的 红细胞 缺乏 蛋白 质 合成 所 必需 的 组 分 ,因此 已 完全 丧失 了 翻译 
的 能 力 。 但 对 于 绝 大 多 数 细胞 来 说 ,为 了 生存 ,必须 维持 一 定 水 平 的 蛋白 质 合 成 。 整 个 翻译 过 程 涉及 
约 300 多 种 不 同 的 生物 大 分 子 ,这 些 分 子 共 同 组 装 成 一 个 高 效 而 精确 的 翻译 机 器 。 

细胞 在 合成 蛋白 质 的 同时 ,也 在 降解 蛋白 质 。 两 者 处 在 一 个 动态 的 平衡 之 中 。 在 真 核 细 胞 内 ,有 
一 种 依赖 于 泛 素 和 蛋白酶 体 的 蛋白 质 降 解 系统 特别 重要 。 

本 章 将 重点 介绍 参与 翻译 过 程 的 主要 生物 大 分 子 的 结构 与 功能 、 翻 译 的 基本 特征 遗传 密码 的 性 
质 、. 几 大 翻译 系统 翻译 的 详细 过 程 以 及 蛋白 质 在 细胞 内 的 降解 。 


第 一 节 “参与 翻译 的 主要 生物 大 分 子 


参与 翻译 的 主要 成 分 有 核糖 体 ,mRNA 各 种 氨 酰 -tRNA(aminoacyl-tRNA) 一 种 特殊 的 起 始 tRNA 
和 若干 辅助 性 蛋白 质 因 子 (ancillary protein factor)。 


一 、 核 糖 体 

核糖 体 是 一 种 复杂 的 核糖 核酸 蛋白 质 颗粒 ,由 大 、 小 两 个 亚 基 组 成 ,存在 于 原核 细胞 和 真 核 细胞 
的 细胞 质 ,以 及 真 核 细胞 的 线粒体 和 叶绿体 两 种 细胞 器 中 。 各 种 核糖 体 在 三 维 结构 和 功能 上 惊人 地 
相似 ,但 在 具体 的 组 分 和 结构 上 也 存在 着 不 少 差别 ( 表 39-1)。 


m 表 39-1 核糖 体 的 分 类 与 组 成 


核糖 体 来 源 ，，， 大小， 机 水 亚 芝 下 下 看 大 亚 基 
真 核 生 物 细胞 质 ”80S 40S:34 种 蛋白 质 ,18S rRNA 60S:50 种 蛋白 质 ,28S,5.8S,5S rRNA 
哺乳 动物 线粒体 ”55S~-60S ”30S-35S:12S rRNA ,与 大 亚 基 共有 70~100 ”40S~45S:16S rRNA 

种 蛋白 质 
植物 叶绿体 70S 30S:20~24 种 蛋白 质 ,16SrRNA 50S:34~38 种 蛋白 质 ,23S,5S ,4.5S rRNA 
细菌 70S 30S:21 种 蛋白 质 ,16S rRNA 50S:34 种 蛋白 质 ,23S,5S rRNA 
古 菌 70S 30S:20~30 种 蛋白 质 ,16S rRNA 50S:30~40 种 蛋白 质 ,23S,5S rRNA 
(一 ) 细菌 的 核糖 体 


细菌 核糖 体 小 亚 基 的 大 小 为 30$, 含 有 21 种 蛋白 质 (S1~S21) 和 1 种 rRNA 一 一 16S rRNA。 这 种 
rRNA 在 3' 端 含有 一 段 富 含 喀 喧 的 序列 ,对 于 识别 mRNA 5' 端 的 起 始 密码 子 极为 重要 。16S rRNA 分 子 
上 有 近 一 半 的 碱 基 配 对 ,大 多 数 蛋白 质 正好 填充 在 两 段 RNA 螺旋 之 间 。 在 与 大 亚 基 接 触 的 表面 ,是 
一 段 长 的 无 蛋白 质 结合 的 裸露 rRNA 螺旋 。 

细菌 核糖 体 大 亚 基 的 大 小 为 50$, 共 有 34 种 蛋白 质 (L1~L34) 和 2 种 TRNA 一 一 SS rRNA、23S rRNA。 
这 2 种 zRNA 都 具有 致密 的 碱 基 配 对 结构 ,其 中 23S rRNA 具有 转 肽 酶 的 活性 ,是 一 种 核 酶 。 有 一 种 蛋白 
质 有 4 个 拷贝 ,其 他 和 蛋白质 都 是 单 拷贝 ,还 有 一 种 蛋白 质 (L26) 与 小 亚 基 的 S20 完全 一 样 。 
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为 什么 对 16S rRNA 
基因 序列 的 检测 ,可 用 于 各 种 
病原 菌 的 检测 和 鉴定 ,以 及 在 
分 子 水 平 进行 物种 分 类 ? 
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(二 ) 真 核 生物 的 核糖 体 

真 核 生物 细胞 质 核糖 体 小 亚 基 的 大 小 为 40$, 含 有 33 种 蛋白 质 (S1~S33) 和 1 种 RNA 一 一 18S 
rRNA。 大 亚 基 的 大 小 为 60S, 含 有 50 种 左右 的 蛋白 质 和 3 种 rRNA 一 一 28S .5.8S 及 SS rRNA。 其 中 
28S 和 5.8S rRNA 与 古 菌 的 23S rRNA 关系 密切 ,可 能 起 源 于 1 个 共同 的 远古 基因 ,后 经 断裂 一 分 为 二 。 

真 核 生 物 的 线粒体 和 叶绿体 也 含有 自己 的 核糖 体 , 但 它们 的 结构 与 细菌 更 接近 。 

(三 ) 古 菌 的 核糖 体 

在 大 小 和 组 成 上 , 古 菌 的 核糖 体 类 似 于 细菌 ,含有 16S、.23S 和 SS rRNA 以 及 50~70 种 蛋白 质 。 核 
糖 体 蛋白 的 数目 因 古 菌 的 种 类 不 同 会 有 所 变化 ,进化 分 支 早 的 古 菌 蛋 白质 数目 多 ,进化 分 支 晚 的 蛋 
白质 数目 少 。 然 而 , 古 菌 的 rRNA 和 和 蛋 白质 在 一 级 结构 上 与 真 核 生 物 接 近 。 许 多 古 菌 生活 在 极度 的 
环境 (如 极端 的 盐 浓 度 和 极端 的 温度 ), 因 此 与 生活 在 温和 环境 中 的 细菌 和 真 核 生物 相 比 ,其 核糖 体能 
更 好 地 抵抗 不 良 的 环境 。 这 使 其 特别 适合 做 晶体 研究 。 事 实 上 ,2009 年 诺 贝尔 化 学 奖 得 主 一 一 Ada 
Yonath 、Thomas Steitz 和 Venki Ramakrishnan 因 对 核糖 体 结构 和 功能 的 研究 而 获奖 。 他 们 的 研究 中 使 
用 了 嗜 盐 古 菌 和 嗜 热 古 菌 ,并 获得 其 核糖 体高 分 辩 率 的 晶体 结构 。 核 糖 体重 组 实验 显示 , 古 菌 和 真 核 
生物 的 细胞 质 核糖 体 在 功能 上 可 以 相互 取代 : 当 将 一 种 叫 硫化 裂片 菌 (Sulfolobs) 的 古 菌 核糖 体 大 亚 
基 与 酵母 的 核 灶 体 小 亚 基 混 合 在 一 起 的 时 候 , 形 成 的 杂 合 核糖 体 在 体外 能 进行 翻译 ,而 大 肠 杆 菌 核糖 
体 的 小 亚 基 与 这 种 古 菌 的 大 亚 基 却 无 法 组 装 成 有 功能 的 核糖 体 。 

( 国 》 功 能 是 位 Leeereretreomormpr 

核糖 体 的 结构 (尤其 是 三 维 结构 ) 和 
功能 在 进化 上 是 高 度 保守 的 (图 39-1)。 王 部 位 了 部 位 A 部 位 
它 之 所 以 能 够 作为 翻译 的 场所 ,是 因为 
含有 多 个 功能 部 位 ,主要 包括 (图 39-2): 
DA 部 位 (A site) 一 一 氨 酰 tRNA 结合 部 位 ， 
也 称 为 受 体 部 位 ;CDP 部 位 (P site) 
肽 酰 tRNA 及 起 始 氨 酰 -tRNA 的 结合 部 


位 ; @ 正 部 位 (E site) 空 载 tRNA 临 汪 
时 结合 并 离开 核糖 体 的 部 位 ;@ 转 肽 酶 全 和 入 症 和 结 鸭 生 玫 和 二 要 的 2 部 位 


或 肽 酰 转 移 酶 (peptidyl transferase) 活性 部 位 一 一 催化 肽 键 形成 的 部 位 ,位 于 大 亚 基 ,由 rRNA 组 成 ; 
G) mRNA 结合 部 位 ;@@ 多 肽 链 离 开通 道 (exit channel) 正在 延伸 的 多 肽 链 离开 核糖 体 的 通道 , 始 于 
大 亚 基 上 转 肽 酶 活性 中 心 裂 颖 的 底部 ,其 直径 为 2 nm;(C) 起 始 因子 、 延 伸 因 子 和 终止 因子 的 结合 部 位 。 








mRNA 结合 部 位 











mRNA 





图 39-2 勾画 出 了 一 个 正在 翻译 的 70S 核糖 体 的 结构 :1 个 tRNA 分 子 通过 一 个 功能 端 上 的 反 密 码 
子 和 mRNA 上 的 密码 子 的 配对 ,与 30$ 亚 基 结 合 在 一 起 ,同时 另 一 个 带 有 氨基 酸 的 功能 端 则 深入 到 50S 
亚 基 上 的 转 肽 酶 的 活性 中 心 , 随 时 准备 着 作为 底 物 参与 转 肽 反应 。 新 生 的 肽 链 从 位 于 转 肽 酶 活性 中 心 
底部 的 离开 通道 离开 核糖 体 ,这 与 转录 过 程 中 新 生 的 RNA 链 离开 RNA 聚合 酶 的 情形 相似 。mRNA 在 和 A 
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部 位 和 P 部 位 的 交界 处 出 现 1 个 小 小 的 弯曲 。 这 个 弯曲 因为 有 1 个 金属 离子 的 结合 而 得 以 稳定 ,其 功 
能 是 充当 一 种 防滑 装置 ,有 助 于 防止 核糖 体 在 移 位 的 时 候 mRNA 发 生 滑 移 而 诱发 翻译 水 平 的 移 框 。 

图 39-2 还 显示 了 两 个 核糖 体 亚 基 的 结构 :其 上 的 3 个 tRNA 结合 位 点 显而易见 ,很 容易 想象 ,1 
个 tRNA 分 子 在 核糖 体 上 从 A 部 位 一 P 部 位 下 部 位 的 移动 ,以 及 结合 在 tRNA 上 的 氨基 酸 在 A 部 位 ， 
紧 靠 旁边 与 P 部 位 结合 的 肽 酰 TRNA 的 肽 酰基 ,这 特别 适合 新 肽 键 的 形成 。 

(五 ) 核糖 体 组 装 和 循环 

核糖 体 的 形成 是 一 个 自 组 装 (self-assemble) 过 程 。 先 由 rRNA 和 核糖 体 蛋 白 组 装 成 大 小 两 个 亚 基 。 
在 翻译 的 时 候 , 再 由 两 个 亚 基 先后 结合 到 mRNA 分 子 上 , 缔 合 成 一 个 完整 的 核糖 体 。 这 种 缔 合 是 可 逆 
的 ,在 翻译 结束 以 后 ,核糖 体 又 解 离 成 大 小 亚 基 。 

细胞 内 的 核糖 体 还 可 以 组 装 成 多 聚 核 糖 体 (polysome) 的 形式 ,这 是 指 一 个 mRNA 分 子 上 同时 结 
合 几 个 核糖 体 ,这 种 结构 可 以 在 电子 显微镜 下 观测 到 (图 39-3)。 形 成 多 聚 核糖 体 可 以 提高 翻译 的 效 
率 。 而 真 核 细胞 内 的 核糖 体 还 有 一 种 与 内 质 网 结合 的 形式 ,以 这 种 形式 存在 的 核糖 体 与 蛋白 质 翻 译 
后 的 定向 和 分 拒 有 关 (参看 第 四 十 章 “蛋白 质 的 翻译 后 加 工 及 其 定向 和 分 拣 ”)。 


兔 网 织 红 细胞 蛋白 质 合成 的 电镜 照片 





80S 核 糖 体 多 聚 核 糖 体 终止 密码 子 





核糖 体 移 位 408 
核糖 体 
小 亚 基 


图 39-3 真 核 细胞 多 聚 核糖 体 的 结构 


mRNA 作为 翻译 的 模板 ,至 少 含有 一 个 ORF, 即 以 起 始 密码 子 开 始 .以 终止 密码 子 结束 的 一 段 连 
续 的 核 昔 酸 序列 。 翻 译 的 时 候 就 是 以 这 一 段 序列 作为 模板 。 细 菌 与 真 核 生物 在 mRNA 的 结构 上 差 
别 很 大 ,但 在 两 端 一 般 都 含有 一 段 非 翻 译 区 (untranslated region,UTR)。 细 菌 的 mRNA 通常 是 多 顺 反 
子 一 一 含有 几 个 ORF ,每 一 个 ORF 可 翻译 出 一 种 多 肽 或 蛋白 质 ; 真 核 生物 mRNA 为 单 顺 反 子 一 一 只 
有 一 个 ORF ,一 般 只 翻译 出 一 种 多 肽 或 蛋白 质 ( 图 39-4)。 


三 、tRNA 

在 翻译 中 ,tRNA 作为 一 种 双 功 能 接头 分 子 ,一 头 与 氨基 酸 结合 , 另 一 头 通过 其 反 密码 子 环 上 的 反 
密码 子 与 mRNA 上 的 密码 子 结合 ,对 mRNA 进行 解码 。 

(一 ) 同 工 受 体 tRNA (isoaccepting tRNA) 

一 个 细胞 中 通常 具有 50 多 种 tRNA, 负 责 运 载 20 余 种 氨基 酸 ,这 意味 着 一 种 氨基 酸 可 能 对 应 几 
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39-4 ”细菌 多 顺 反 子 mRNA 和 真 核 生物 单 顺 反 子 mRNA 的 翻译 (Watson 等 ,2007) 


种 不 同 的 TRNA。 携带 同一 种 氨基 酸 的 几 种 不 同 TRNA 分 子 称 为 同 工 受 体 IRNA。 


(二 ) tRNA 的 个 性 


研究 tRNA 结构 与 功能 的 关系 ,发 现 了 决定 某 一 种 tRNA 接受 氨基 酸 专 一 性 的 主要 因素 ,就 是 tRNA 
分 子 上 由 几 个 核 苷 酸 甚至 单个 核 苷 酸 组 成 的 正 、 负 元 件 (element), 这 些 正 负 元 件 通常 称 为 tRNA 的 个 性 
(identity), 有 时 也 称 为 第 二 套 遗 传 密码 (second genetic code)。 其 中 正 元 件 (positive element) 决定 一 种 
tRNA 接受 哪 一 种 氨基 酸 ,而 负 元 件 (negative element) 则 决定 一 种 tRNA 不 能 接受 何 种 氨基 酸 。 这 些 
正 负 元 件 散布 在 tRNA 分 子 内 的 很 多 区 域 , 但 经 常 出 现在 氨基 酸 受 体 茎 和 反 密 码 子 环 上 。 


tRNA tRNAS 和 tRNA 突变 成 G3:U70, 就 
能 使 它们 转 而 都 携带 Ala; 相反 , 若 将 tRNA 
的 G3:U70 碱 基 对 变 成 G:C、A:U 或 U:C， 
就 会 使 之 不 能 再 携带 Ala。 有 趣 的 是 ,如 果 
能 保证 G3:U70 碱 基 对 的 存在 ,即使 仅 由 
24iat 组 成 的 tRNAS 的 微 螺旋 (microhelix)( 图 
39-5), 也 照样 能 携带 Ala。 

(三 ) 几 种 特殊 的 tRNA 

在 50 多 种 tRNA 分 子 之 中 ,有 几 种 特 
殊 的 tRNA: 一 种 是 专门 识别 起 始 密码 子 的 
起 始 tRNA (initiator tRNA), 仅 参与 翻译 的 起 
始 。 在 细菌 和 多 数 线粒体 内 , 它 携带 甲 酰 甲 
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39-5 完整 的 tRNA4e 和 微 螺旋 tRNA4e 的 结构 比较 (Nelson 
等 ,2008) 


硫 氨 酸 ,可 简写 为 RNAf” ,而 在 古 菌 、 真 核 细 胞 和 哺乳 动物 线粒体 内 则 携带 甲 硫 氨 酸 ,可 简写 为 tRNA”。 
第 二 种 是 专门 携带 含 硒 半 胱 氨 酸 的 tRNA ;第 三 种 是 在 很 多 细菌 中 发 现 的 兼 有 mRNA 功能 的 mRNA。 


四 、 氮 酰 -tRNA 


氨基 酸 在 参 人 到 多 肽 链 之 前 ,首先 必须 被 活化 。 通 过 活化 ,氨基 酸 分 子 上 的 we- 羧基 连接 到 同 源 


的 tRNA 分 子 的 3' 端 ,形成 氨 酰 -tRNA。 在 tRNA 和 氮 基 酸 之 间 的 酯 键 为 高 能 键 ,会 在 后 面 的 反应 中 
直接 用 来 驱动 肽 键 的 形成 。 活 化 反应 由 特定 的 氨 酰 tRNA 合成 酶 (aminoacyl-tRNA synthetase,aaRS) 众 
化 ,整个 反应 分 为 两 步 , 与 脂肪 酸 的 活化 极为 相似 。 每 活化 1 分 子 氨基 酸 ,需要 消耗 2 个 ATP: 中 氨基 
酸 +ATP 一 氨 酰 -AMP+PPi;@) 氨 酰 -AMP+IRNA 一 氨 酰 -tRNA+AMP。 产 生 的 PPi 会 被 焦 磷 酸 酶 水 解 ， 
从 而 使 得 反应 趋 于 完全 。 

催化 反应 的 每 一 种 aaRS 面 对 底 物 都 表现 出 高 度 的 特异 性 ,以 确保 能 催化 正确 的 tRNA 与 正确 的 
氨基 酸 起 反应 ,形成 正确 的 氮 酰 -tRNA。 

Dino Moras 根据 对 不 同 的 氮 酰 tRNA 合成 酶 所 进行 的 结构 比较 研究 ,提出 将 氨 酰 tRNA 合成 酶 分 
成 2 类 (图 39-6): 由 第 一 类 一 般 是 单 体 酶 ,含有 1 个 平行 B 折 码 核心 和 由 2 段 同 源 的 氨基 酸 一 致 序 
列 HGCH 和 KMSKS 组 成 的 Rossman 折 县 ,该 结构 模 体 参与 结合 ATP 和 酶 的 催化 。 就 此 类 氮 酰 tRNA 
合成 酶 而 言 ,识别 的 tRNA 个 性 通常 包括 反 密 码 子 环 内 的 核 苷 酸 残 基 和 受 体 葵 ,一 般 在 受 体 苓 小 沟 一 
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你 认为 哪些 氨基 酸 
的 活化 不 需要 校对 机 制 ? 
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侧 与 tRNA 结合 , 紧 握 反 密 码 子 环 , 将 tRNA 接受 氨基 酸 的 一 端 置 于 活性 中 心 ,总 是 先 将 氨基 酸 转 移 到 
tRNA 3' 端 腺 苷 酸 的 2 -OH 上 ,然后 再 通过 转 酯 反应 转移 到 腺 苷 酸 的 3-OH 上 。 由 此 类 酶 催化 的 氨基 
酸 有 Arg、Cys `.Glhn .Glu Ile .Leu Met Tip .Tyr 和 Val。@) 第 二 类 通常 为 寡 聚 酶 ,并 没有 上 述 氨基 酸 一 臻 
序列 ,但 具有 另外 的 保守 序列 ,由 它们 形成 三 种 首尾 相连 的 同 源 结构 模 体 ,其 中 第 一 种 参与 二 聚 体 的 
形成 , 另 一 种 是 “签名 ” 模 体 (signature motif), 由 7 段 反 平 行 的 B 折 麦 .3 段 相 邻 的 w 螺旋 和 1 种 不 多 
见 的 负责 结合 核 背 酸 的 折 丢 组 成 ,此 模 体 和 第 三 种 结构 模 体 一 起 组 成 了 酶 活性 中 心 的 核心 部 分 。 这 
类 酶 结合 tRNA 分 子 的 另 一 面 , 即 受 体 茎 大 沟 一 侧 , 识 别 的 个 性 不 包括 反 密 码 子 环 , 最 后 总 是 将 氨基 
酸 直 接 转 移 到 tRNA3' 端 腺 苷 酸 的 3'-OH 上 ( 葵 两 氮 酰 -tRNA 除外 )。 由 此 类 酶 催化 的 氨基 酸 有 Ala、 
Asn .Gly、Asp His、Lys、Phe Pro Ser 和 Thr。 

一 种 aaRS 是 根据 tRNA 的 个 性 来 识别 正确 的 tRNA, 而 对 正确 的 氨基 酸 的 选择 依赖 于 酶 能 有 效 
识别 不 同 氨基 酸 分 子 在 R 基 团 上 的 差异 。 有 两 种 手段 可 用 来 防止 生成 误 载 的 氨 酰 -tRNA: 一 是 酶 
活性 中 心 优先 结合 正确 的 同 源 氨 基 酸 ,体积 比 同 源 氨基 酸 大 的 因为 无 法 进入 活性 中 心 首 先 被 排除 ; 
二 是 通过 酶 的 校对 中 心 (proof-reading site) 对 错误 的 非 同 源 氮 基 酸 进行 编辑 ,大 小 合适 的 误 载 的 氮 
酰 -AMP 或 氨 酰 -tRNA 在 校对 中 心 被 水 解 “ 出 局 "。 这 两 种 机 人 制 结合 起 来 称 为 “ 双 筛 ” 机制 (“double 
sieve”mechanism) (图 39-7)。 


编辑 中 心 tRNA 受 体 荃 (CCA) 和 反 密 
较 小 的 氨 酰 码 子 在 合成 酶 上 有 停泊 点 
AMP 被 接受 


候 Val+AMP 
力 Ala+AMP 
@Gly+AMP 
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侠 39-7 和 氢 酰 -tRNA 合成 酶 的 双 筛 机 制 


在 “ 双 筛 ” 机制 中 , 误 载 的 氨 酰 -AMP 或 氨 酰 -tRNA 转 位 到 校对 中 心 是 必需 的 一 步 。 以 异 亮 氨 酰 
tRNA 合成 酶 为 例 , 如 果 Val 进入 它 的 活性 中 心 ,并 生成 val-AMP,Val-AMP 会 被 送 入 校对 中 心 进行 编 
辑 。 编 辑 的 结果 是 使 Val-AMP 在 与 tRNA 反应 之 前 发 生 水 解 。 由 于 aaRS 具有 内 在 的 校对 机 制 ,细胞 
内 形成 误 载 的 氮 酰 -tRNA 的 可 能 性 非常 低 。 

然而 ,并 不 是 所 有 的 aaRS 都 具有 校对 的 功能 ,如 果 一 种 氨基 酸 的 侧 链 基 团 很 容易 和 其 他 所 有 氮 
基 酸 的 侧 链 基 团 区 分 开 来 ,校对 机 制 就 变 得 多 余 了 。 


五 、 辅 助 蛋白 因子 

和 蛋白质 合 成 的 每 一 步 都 需要 一 些 特殊 的 可 溶性 蛋白 质 因子 的 参与 ,包括 起 始 因子 (initiation 
factor,IF)、 延 伸 因 子 (elongation factor,EF) 和 释放 因子 (release factor,RF), 细 菌 还 需要 核糖 体循环 因 
子 (ribosome recycling factor,RRF), 它 们 分 别 参与 肽 链 合成 的 起 始 、 延 伸 、 肽 链 释 放 和 核糖 体循环 ,其 
中 有 某 些 辅助 因子 属于 G 蛋白 。 


wa ny ma aa unrar > hs 下 了 -ar An 


第 二 节 ”翻译 的 一 般 特 征 


自然 界 存在 4 种 体内 翻译 系统 , 即 原核 翻译 系统 , 真 核 细胞 质 翻 译 系统 .叶绿体 翻译 系统 和 线 粒 
体 翻 译 系统 。 所 有 的 翻译 系统 都 具有 以 下 共同 的 特征 。 

1. mRNA tRNA 和 核糖 体 起 相同 的 作用 

所 有 的 翻译 系统 都 是 以 mRNA 为 模板 ,tRNA 为 运输 氨基 酸 的 工具 ,核糖 体 为 翻译 的 场所 。 

2. 翻译 具有 极 性 

翻译 的 极 性 表现 在 两 个 方面 :一 是 指 阅读 模板 时 的 方向 性 ,无 论 是 哪 一 种 翻译 系统 ,阅读 mRNA 
的 方向 都 是 从 3 端 一 3' 端 ;二 是 指 多 肽 链 生长 的 方向 总 是 从 N 端 一 C 端 。 

3. 遗传 密码 是 三 联 体 密码 

确定 遗传 密码 是 三 联 体 密码 , 即 三 个 核 苷 酸 编码 一 个 氨基 酸 ,以 及 三 联 体 密 码 的 破译 曾 吸 引 了 许 
多 生化 学 家 的 注意 。 他 们 使 用 了 各 种 手段 ,经 过 不 懈 的 努力 ,并 最 终 取得 了 成 功 。 

三 联 体 密码 (triplet codon) 具有 以 下 几 个 性 质 ( 表 39-2): 


m- 表 39-2 标准 的 遗传 密码 表 

















第 二 个 碱 基 二 
第 一 个 碱 基 第 三 个 碱 基 
U C NA G WIN 
Phe Ser Tyr Cys U 
Phe Ser Tyr Cys 忆 
U 
Leu Ser 终止 终止 ,Sec 人 A 
Leu Ser 终止 ,Pyl Trp C 
Leu Pro His Arg U 
Leu Pro His Arg ( 
C 
Leu Pro Cln Arg A 
Leu Pro Cln Arg G 
He Thr Asn Ser U 
He Thr Asn Ser ( 
人 A 
lle Thr Lys Arg A 
Met Thr Lys Arg C 
Val Ala Asp Gly U 
记 Val Ala Asp Gly C 
Val Ala Glu Gly 人 A 
Val Ala Glu GCly G 


(1) 简 并 (degenerate) 与 兼职 ”在 生物 体 总 共 64 个 密码 子 中 ,除了 3 个 终止 密码 子 UGA、UAA 和 
UAG 以 外 ,余下 的 61 个 均 为 氨基 酸 密码 子 , 编 码 20 种 常见 的 蛋白 质 氨 基 酸 ,这 就 意味 着 许多 氮 基 酸 
的 密码 子 不 止 一 个 。 遗 传 密码 的 这 种 特性 就 叫做 简 并 性 。 此 外 ,在 61 个 氨基 酸 密码 子 之 中 ,有 3 个 
是 兼职 的 ,它们 除了 代表 特定 的 氨基 酸 以 外 ,还 兼作 起 始 密码 子 ,这 3 个 密码 子 是 AUG 、GUG 和 UUG。 
其 中 AUG 使 用 得 最 多 ; 三 个 终止 密码 子 有 两 个 也 是 兼职 的 :终止 密码 子 UGA 和 UAG 在 特定 的 序列 
环境 中 ,可 分 别 作为 含 Sec 和 Pyl 的 密码 子 。 

(2) 遗传 密码 明确 (unambiguous) 而 不 含糊 ”61 个 有 义 密码 子 每 一 个 只 编码 一 种 氨基 酸 ,没有 "一 
码 两 用 ”或 “一 码 多 用 "的 情况 。 

(3) 密码 子 的 选 定 不 是 随机 的 ”大 多 数 同 义 密码 子 的 差别 在 第 三 位 。 密 码 子 第 三 个 碱 基 的 变 


(39, 


如 何 设计 两 个 实验 
分 别 证 明 翻 译 的 时 候 , 阅读 
mRNA 的 方向 是 从 5' 端 一 
3' 端 ,而 多 肽 链 生 长 的 方向 总 
是 从 N 端 -C 端 。 


三 联 体 遗 传 密码 的 
确定 和 破译 


若是 使 用 GUG 和 
UUG 作为 起 始 密码 子 , 那 么 
翻译 出 来 的 氨基 酸 是 什么 ? 
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化 倾向 于 编码 相同 的 或 相似 的 氨基 酸 。 第 二 位 为 味 叭 的 密码 子 大 多 数 编码 亲 水 氨基 酸 ,而 第 二 
位 为 喀 啶 的 密码 子 大 多 数 编码 疏水 氨基 酸 。 显 然 密 码 子 进化 成 这 种 样式 可 大 大 降低 突变 造成 的 
危害 。 

(4) 通用 和 例外 “密码 子 最 重要 的 一 个 性 质 是 其 通用 性 ,无论 是 原核 生物 还 是 真 核 生物 都 使 用 同 
一 种 密码 子 表 。 正 因为 如 此 ,人 们 才能 够 使 用 原核 生物 来 表达 真 核 生 物 的 基因 。 但 是 ,密码 子 的 通用 
性 不 是 绝对 的 ,有 时 有 例外 ( 表 39-3), 主 要 出 现在 非 植物 线粒体 基因 组 ,有 时 也 出 现在 某 些 生物 的 细 
胞 核 基因 组 中 。 在 细胞 核 系 统 中 发 现 的 例外 大 多 与 终止 密码 子 有 关 , 例 如 对 于 某 些 纤毛 虫 如 草 履 虫 )， 
UAG 是 Gln 的 密码 子 而 不 是 终止 密码 子 , 迄 今 为 止 ,只 发 现 一 个 例外 与 终止 密码 子 无 关 , 就 是 一 些 非 
孢子 生 的 酵母 菌 将 CUG 用 做 Ser 的 密码 子 。 


上 表 39-3 线粒体 内 遗传 密码 的 例外 








密码 子 
生物 来 源 
1 0 ERRR 

标准 遗传 密码 终止 De Arg Leu Arg 
关 椎 动物 Trp Met 终止 Leu Arg 
果 蝇 Tmp Met Ser Leu Arg 
啤酒 酵母 Trp Met Arg Thr Arg 
圆 酵母 Trp Met Arg Thr 无 
裂 殖 酵母 Trp lle Arg Leu Arg 
线 状 真 菌 Trp De Arg Lenu Arg 
锥 体 虫 Trp He Arg Leu Arg 
高 等 植物 终止 lle Arg Leu Trp 


(5) 不 重 和 到 ” 密码 子 不 重 释 意 味 着 在 阅读 同一 个 ORF 时 ,前 后 两 个 密码 子 没有 共用 的 核 苷 酸 。 

(6) 无 标点 “在 阅读 密码 子 的 时 候 , 从 起 始 密码 子 开始 , 顺 着 $ 一 :3' 的 方向 一 个 接 一 个 阅读 ,中 间 
无 停顿 ,直至 遇 到 终止 密码 子 为 止 。 

(7) 同一 种 氨基 酸 的 不 同 密码 子 使 用 的 频率 不 尽 相 同 “不同 的 生物 对 同一 种 氨基 酸 的 不 同 密 
码 子 使 用 的 偏爱 性 也 不 同 ,频率 出 现 比较 低 的 密码 子 通常 被 称 为 稀有 密码 子 。 一 种 密码 子 的 使 用 
频率 与 其 相对 应 的 tRNA 的 丰 度 关系 很 大 ,一 般 说 来 使 用 频率 越 高 的 密码 子 , 其 对 应 的 tRNA 的 丰 
度 越 高 。 

(8) 3 个 终止 密码 子 使 用 的 频率 并 不 相同 ,对 紧 靠 终止 密码 子 之 后 的 第 一 个 核 苷 酸 的 选择 也 不 是 
随机 的 。 

以 大 肠 杆 菌 为 例 ,UAA 被 使 用 的 频率 最 高 ,其 次 是 UAG,UGA 的 使 用 频率 最 低 。 就 位 于 终止 密码 
子 后 的 第 一 个 核 苷 酸 而 言 ,细菌 更 喜欢 使 用 ,而 真 核 生物 更 偏爱 用 G。 

4. 密码 子 与 反 密码 子 的 相互 作用 决定 正确 的 氨基 酸 的 参 人 

正确 的 氨基 酸 的 参 人 取决 于 mRNA 上 的 密码 子 与 TRNA 上 的 反 密 码 子 之 间 的 正确 配对 ,与 tRNA 
所 携带 的 氨基 酸 无 关 。 

5. 密码 子 与 反 密码 子 的 相互 识别 遵守 摆动 法 则 

摆动 法 则 (wobble rule) 由 Crick 于 1966 年 提出 ,用 来 解释 一 种 tRNA 反 密 码 子 如 何 能 够 识别 一 种 
氨基 酸 的 几 个 同 义 密 码 子 ,以 及 某 些 含有 稀有 碱 基 (如 次 黄 味 叭 ) 的 反 密 码 子 是 怎样 识别 由 正常 碱 基 
构成 的 密码 子 的 现象 。 该 法 则 的 内 容 是 :密码 子 在 反 密码 子 配对 的 时 候 , 前 两 对 碱 基 严 格 遵守 标准 的 
碱 基 配 对 规则 ,第 三 对 碱 基 则 具有 一 定 的 自由 度 , 具 体 的 配对 方式 见 表 39-4。 





世 表 39-4 摆动 法 则 








反 密 码 子 第 一 个 碱 基 密码 子 第 三 个 碱 基 反 密 码 子 第 一 个 碱 基 密码 子 第 三 个 碱 基 
A U U A、G 
( G I A\CU 
G C\U 





以 上 的 规则 并 不 适用 于 线粒体 翻译 系统 。 在 线粒体 只 有 21 种 左右 的 tRNA, 如 果 要 求 它们 识别 
60 多 种 密码 子 ,就 必须 遵守 另外 一 种 更 为 宽松 的 摆动 法 则 , 即 超 摆动 法 则 。 

摆动 法 则 的 意义 在 于 使 得 翻译 的 过 程 中 ,tRNA 和 mRNA 更 容易 分 离 。 

6. 正确 的 tRNA 进入 核糖 体 才能 产生 诱导 契合 

以 细菌 为 例 ,如 果 正 确 的 tRNA 进入 A 部 位 , 那 它 与 mRNA 的 结合 就 会 诱导 16SrRNA 的 A1492 
和 Al1493 从 一 段 螺 旋 的 内 部 环 中 出 来 ,同时 还 造成 通用 保守 的 G530 从 原来 的 顺 式 构象 变 成 反 式 构 
象 。 在 新 的 构象 之 中 ,Al1493 和 Al1492 分 别 与 由 密码 子 / 反 密 码 子 的 前 两 个 碱 基 对 构成 的 螺旋 相互 作 
用 ,而 G530 同时 与 反 密码 子 的 第 二 个 位 置 和 密码 子 的 第 三 个 位 置 相 互 作用 。 这 些 构象 诱导 变化 的 结 
果 可 使 密码 子 / 反 密码 子 的 前 两 个 碱 基 的 配对 受到 核糖 体 的 检查 ,以 区 分 正确 的 Watson-Crick 碱 基 对 
和 错 配 的 碱 基 对 ,而 “摇摆 "位置 似 乎 能 够 容忍 摆动 法 则 允许 的 碱 基 对 。 


第 三 节 ”翻译 的 详细 机 制 


蛋白 质 的 生物 合成 可 分 为 5 个 阶段 , 即 氨基 酸 的 活化 .起 始 、 延 伸 .终止 和 释放 及 折 礁 。 也 有 人 不 
把 折 丢 与 后 加 工 归 和 人 翻译 ,而 将 它 视 为 翻译 后 加 工 的 反应 。 以 大 肠 杆菌 为 例 , 翻 译 各 个 阶段 所 必需 的 
成 分 见 表 39-5: 


上 表 39-5 大 肠 杆 菌 在 翻译 的 5 个 阶段 所 必需 的 主要 成 分 


阶段 必需 成 分 
氨基 酸 的 活化 ”20 种 氨基 酸 ,20 种 氢 酰 tRNA 合成 酶 ,20 种 或 更 多 的 tRNA,ATP/Mg 
mRNA ,NV- 甲 酰 甲 硫 氨 酰 -tRNA (fMet-tRNAT), 起 始 密码 子 (AUGC) 








起 始 30S 亚 基 ,508 亚 基 ,起 始 因子 (IF1,IF2,IF3),GTP/Mg 
延伸 有 功能 的 70S 核糖 体 (起 始 复合 物 ), 与 特定 密码 子 对 应 的 各 种 氮 酰 -tRNA ,延伸 因子 EF-Tu、EF-Ts 


和 EF-G, 转 肽 酶 ,GTP/Mg 
终止 与 释放 终止 密码 子 UAG .UAA 和 UGA ,释放 因子 RF1、RF2 和 RF3,RRF,ATP/Mg 
多 肽 链 的 折 释 ”各 种 修饰 酶 ,特定 的 剪 切 酶 ,分 子 伴侣 等 


一 、 细 菌 的 蛋白 质 合成 
细菌 的 翻译 比 真 核 生物 的 翻译 要 简单 ,以 大 肠 杆菌 为 例 , 其 各 个 阶段 的 反应 如 下 : 
(一 ) 氨基 酸 的 活化 
此 阶段 所 发 生 的 反应 ,主要 是 各 种 氨基 酸 在 相应 的 aaRS 催化 下 形成 特定 的 氮 酰 -tRNA。 其 中 N- 
甲 酰 甲 硫 氮 酰 -tRNA7” 的 形成 需要 特别 注意 ,由 两 步 反 应 组 成 : 
1. 在 甲 硫 氨 酰 -tRNA 合成 酶 的 催化 下 ,形成 甲 硫 氮 酰 - 起 始 tRNA 
Met +tRNAMW+ ATP 一 一 Met-tRNAM+ AMP + PPi 
该 酶 也 催化 Met-iRNAY 的 形成 ,但 Met-tRNA。" 只 参与 肽 链 的 延伸 ,并 且 不 会 发 生 第 二 步 反 应 。 
2. 在 甲 酰 化 酶 的 催化 下 形成 N- 甲 酰 甲 硫 氮 酰 -tRNAI” 
N“"- 甲 酰 四 氢 叶 酸 + Met -tRNAN 一 一 四 氢 叶 酸 + fMet-tRNAMY 
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39, 


甲 酰 化 反应 的 结果 使 得 第 一 个 参 和 人 的 Met 的 氨基 被 封闭 ,这 可 能 有 利于 保持 翻译 的 极 性 , 即 让 多 
肽 链 合成 只 能 从 N 端 向 C 端 展开 。 


框 39-1 生化 新 突破 一 一 催化 氮 栈 -tRNA 合成 的 最 小 核 酶 的 问世 
蛋白 质 生 物 合成 不 可 缺少 的 一 步 就 是 氨 酰 - 妇 NA 的 合成 。 在 现代 的 细胞 里 ,催化 这 一 步 反 应 的 酶 
是 蛋白 质 。 然 而 在 生命 的 进化 过 程 中 ,有 一 个 从 “RNA 世界 ”向 现代 的 “DNA-RNA-= 蛋白 质 世 界 ” 的 转 
变 。 在 转变 的 过 程 中 ,最 初 的 蛋白 质 合 成 肯定 是 由 核 酶 催化 的 。 已 有 足够 的 证 据 表明 ,现代 的 细胞 里 催 
化 肽 键 形成 的 酶 是 也 NA, 而 不 是 蛋白 质 。 而 以 前 也 有 报道 ,有 人 使 用 体外 筛选 的 方法 ,获得 了 一 些 人 工 
核 酶 , 可 催化 氮 酰 基 转 移 反应 。 然 而 ,其 中 并 没有 一 个 核 酶 具有 令 人 满意 的 适合 在 “RNA 世界 ” 中 的 催 
化 性 质 。 这 些 核 酶 都 比较 大 ,而 且 都 是 进行 自 催化 ,而 不 是 利用 通用 的 水 溶性 底 物 进行 反 式 作 化 ,形成 氮 

栈 -tRNA。 

底 物 不 过 ,现在 科学 家 终于 得 到 了 一 种 适合 在 “RNA 世界 ”中 作 化 氮 酰 -中 NA 合成 的 核 酶 。 根 据 发 
表 在 2010 年 2 月 22 目 美 国 科 学 院 院 刊 上 一 篇 题 为 “Multiple translational products fom a five-ntcleotide 
ribozyme” 的 论文 ,美国 的 Rebecca M. Turk 等 人 得 到 了 一 种 目前 已 知 最 小 的 人 工 核 酶 ,只 有 5 个 核 苷 酸 组 
3' aa 成 ,其 活性 中 心 只 有 3 个 核 苷 酸 , 但 能 选择 性 催化 Phe-AMP 中 的 Phe 转移 到 与 酶 部 分 互补 的 RNA 分 子 
S 的 2-=- 核糖 凑 基 上 (图 39-8)。 整 个 反应 不 需要 二 价 金属 离子 ,对 单价 金属 离子 的 依赖 也 有 限 。 该 核 酶 的 


侠 39-8 五 核 背 酸 核 酶 与。 发 现 ,对 “RNA 世界 * 假说 提供 了 又 一 个 重要 的 证 据 。 
其 底 物 的 结合 



































NT 



























































宁 





























和 
































(二 ) 起 始 阶段 
这 个 阶段 发 生 的 主要 事件 是 起 始 密码 子 AUG 的 识别 和 起 始 复合 物 的 形成 , 共 需 要 3 种 起 始 因子 
的 帮助 ( 表 39-6)。 


本 表 39-6 细菌 参与 翻译 的 起 始 因子 、 延 伸 因 子 和 终止 因子 的 结构 与 功能 











名 称 功能 
IF1 协助 下 3 的 作用 
IF2(GTP) 是 一 种 小 G 蛋白 ,与 GTP 结合 ,促进 起 始 tRNA 与 核 灶 体 小 亚 基 结合 
IF3 核糖 体 的 解 离 和 mRNA 的 结合 
EF-Tu(GTP) 是 一 种 小 G 蛋白 ,其 与 CTP 结合 的 形式 促进 氨 酰 -tRNA 进入 A 部 位 
EF-Ts 是 一 种 乌 苷 酸 交 换 因 子 , 结 合 EF-Tu, 催 化 GTP 取代 与 EF-Tu 结合 的 CDP 
EF-G(CGTP) 是 一 种 小 G 蛋白 ,结合 核糖 体 和 GTP ,促进 核糖 体 移 位 
RF1,RF2 RF1 识别 UAA 或 UAG,RF2 识别 UAA 或 UGA 
RF3 (GCTP) 是 一 种 小 G 蛋白 ,与 CTP 结合 ,促进 RF1 和 RF2 的 作用 
RRF 在 翻译 终止 后 ,促进 核糖 体 的 解体 


1. 起 始 密码 子 的 识别 

细菌 翻译 系统 起 始 密码 子 的 识别 主要 是 依赖 于 mRNA 5 端的 SD 序列 (Shine-Dalgarno sequence) 
与 16S rRNA3' 端 的 反 SD 序列 之 间 的 互补 配对 (图 39-9)。SD 序列 充当 细菌 核糖 体 结合 mRNA 的 起 
始 位 点 ,因此 也 被 称 为 核糖 体 结 合 位 点 (ribosome-binding site,RBS)。SD 序列 位 于 起 始 密码 子 上 游 约 
7bp 的 区 域 , 由 4~5 bp 组 成 , 富 含 嘎 吟 ; 反 SD 富 含 喀 啶 ,两 者 正好 可 以 互补 配对 。 许 多 实验 证 明 , 正 是 
SD 序列 与 反 SD 序列 的 互补 关系 , 才 使 得 一 个 mRNA 分 子 上 位 于 SD 序列 下 游 的 第 一 个 AUG 用 作 起 
始 密码 子 。 

2. 起 始 复合 物 的 形成 

起 始 复合 物 的 形成 与 起 始 密码 子 的 识别 紧密 联系 在 一 起 ,起 始 阶段 的 总 反应 式 可 写成 : 
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SD 序列 人 
aaB -UUUGGAUGGAGUGAAACG GCGAUU- 
Sa1 书 -AGCCUAAUGGAGCGAAUU 为 咎 记 个 厅 T 一 


1ac7 -CAAUUCAGGGUDGGUaG AUU 
1acZ -UUCACACAGGAAACAGCU 
Qp 噬菌体 复制 酶 -UAACEARGGAUucAAAUGG 
$X174 噬菌体 A 蛋 白 -AAUCcUUGGAGGCcUuUuUUUU 
R17 陛 菌 体外 壳 蛋 白 -UCAACCGGG6UUUGAAGC 


AAAGCCA-- 
ACCAUG-- 
UCUAAG-- 
GUUGGT-= 
GCUUCU-- 


核糖 体 蛋白 S12 -AAAACCAGGAScUAUUUDA GCAAGA- 
核糖 体 蛋 白 L10 -CUACCAGGAGCAAAGCUA GaQaUUTUUA= 
trD 克 -CAAAAUUAGAGAAUAACA CAAACA- 
trzZ 前 导 肽 -GUAAANAAGGGUAUCGACA AAAGCA- 


16SrRNA3 一 端 3' 了 OATUUDGICETOCGACUAIG 一 和/ 


39-9  SD 序列 和 反 SD 序列 (Campbell 等 ,2009) 


30S+ 50S + mRNA + fMet-tRNAY + 
IF1 + IF2 +IF3 + GTP 一 一 
[70S.mRNA.fMet-tRNAM' ]+ 
GDP+Pi+IF1+IF2+IF3 

在 形成 的 三 元 复合 物 中 ,mRNA 像 一 
根 细 线 一 样 , 穿 过 小 亚 基 上 弯曲 的 通道 ,其 
可 读 框 内 的 序列 将 作为 模板 指导 翻译 。 其 
508 亚 基 释 放 中 起 始 密码 子 正好 处 于 P 部 位 的 底部 ,而 
30S 亚 基 fMet-tRNAT” 通过 密码 子 与 反 密 码 子 的 互补 
作用 定位 于 P 部 位 ,第 二 个 密码 子 落 在 A 部 
sp 序列 mRNA ”位 的 底部 ,随时 准备 与 进入 A 部 位 的 一 个 氨 

酰 -tRNA 分 子 上 的 反 密 码 子 相互 作用 。 


70S 核 糖 体 









旬 5 起 始 密码 子 形成 三 元 起 始 复合 物 的 具体 过 程 如 
图 39-10 所 示 : 首 先 ,在 下 1 的 帮助 下 ,IF3 

(mn) 与 30S 亚 基 结合 ,导致 大 小 亚 基 解 离 ; 随 

后 ,mRNA 模板 在 I 东 3 的 帮助 下 与 核糖 体 结 


合 ,并 通过 SD 序列 与 16S rRNA 在 3' 端 的 
30S 起 始 复合 物 反 SD 序列 之 间 的 互补 配对 ,使 得 起 始 密码 
子 处 在 合适 的 位 置 。 而 fMet-tRNAMe 则 在 
IF2'GTP 的 帮助 下 与 小 亚 基 结 合 ,但 fMet- 

二 向 tRNAN 并 不 是 通过 密码 子 与 反 密 码 子 的 

人 互补 配对 才 结 合 上 去 的 ,而 是 因为 IF1 的 

50S 亚 基 结合 阻 断 了 小 亚 基 上 的 A 部 位 结构 域 ,到 
二 使 fMet-tRNAP" 只 能 结合 到 了 部 位 结构 域 

人 二 70S 起 始 复 合 物 上 。 在 fMet-tRNAMe .IF2.GTP 结合 上 去 
以 后 ,50S 亚 基 随 后 加 入 ,并 作为 GAP 激 
活 IF2 所 具有 的 GTP 酶 活性 。 一 旦 下 2 的 
GTP 酶 受到 激活 ,与 它 结合 的 CTP 随 之 水 
解 成 GDP 和 Pi。GTP 的 水 解 是 一 个 重要 

人 的 信号 , 它 直接 诱发 3 种 起 始 因子 的 释放 。 
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(GT 三 如 果 使 用 不 能 水 解 ”一 旦 起 始 因子 释放 ,有 功能 的 三 元 起 始 复合 物 便 形 成 了 。 
的 GTP 类 似 物 代替 GTP 与 


Ri 在 形成 起 始 复合 物 的 过 程 中 ,有 两 点 值得 注意 :一 是 GTP 水 解 的 意义 。 从 上 面 的 叙述 中 可 以 看 
起 始 有 何 影响 ? 出 ,起 始 tRNA 与 核糖 体 的 结合 并 不 消耗 能 量 , 水 解 GTP 使 得 起 始 因子 的 释放 得 以 发 生 。 这 为 延伸 因 


子 的 结合 铺 平 了 道路 。 二 是 fMet-tRNAC” 在 起 始 复合 物 中 的 位 置 。 它 是 唯一 直接 进入 P 部 位 的 氮 
酰 -tRNA, 其 他 种 类 的 氨 酰 -tRNA 都 是 先进 入 A 部 位 。 
(三 ) 延伸 阶段 
在 起 始 复合 物 形 成 以 后 ,翻译 即 进入 延伸 阶段 ,延伸 阶段 所 发 生 的 主要 事件 是 进位 、 转 肽 和 移 位 
且 不 断 的 循环 (图 39-11)。 





氨 酰 -tRNA.EF-Tu.GTP 


5 





1. 进位 (entry) 

是 指正 确 的 氨 酰 -tRNA 在 EF-Tu'GTP 的 帮助 下 进入 A 部位。 虽然 在 没有 EF-Tu 的 存在 
下 , 氮 酰 -tRNA 也 能 进入 A 部 位 ,但 是 效率 极 低 。 进 位 的 具体 过 程 是 :首先 EF-Tu.GTP 和 f{fMet- 
tRNAE 以 外 的 氮 酰 -tRNA 形成 三 元 复合 物 ,随后 三 元 复合 物 进 入 A 部 位 ; 氮 酰 -tRNA 的 结合 会 诱 
导 小 亚 基 的 构象 发 生变 化 ,致使 16S rRNA 上 一 段 高 度 保守 的 碱 基 能 够 与 密码 子 / 反 密码 子 复 合 物 


前 两 个 碱 基 对 形成 的 双 螺 旋 的 小 沟 发 生 “亲密 "接触 ,而 有 利于 确保 正确 的 tRNA 的 结合 。 如 果 上 述 
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相互 作用 无 法 稳定 特定 的 核糖 体 构 象 ,就 意味 着 错误 的 氮 酰 -tRNA 进入 了 A 部 位 , 它 就 会 在 肽 键 形 
成 之 前 被 释放 。 
核糖 体 上 的 一 个 结构 域 充当 EF-Tu 的 GAP, 而 GAP 能 和 否 及 时 被 激活 依赖 于 密码 子 / 反 密 码 子 
的 相互 识别 。 一 且 正 确 的 氮 酰 -tRNA 进入 A 部 位 ,EF-Tu 所 具有 的 GTP 酶 活性 不 久 即 被 激活 ,与 
结合 的 GTP 水 解 成 CDP 和 Pi。 当 GTP 水 解 以后,EF-Tu 的 构象 发 生 较 大 的 变化 ,这 种 构象 的 变 
化 促进 了 EF-Tu 的 释放 。 而 EF-Tu 的 释放 引起 氨 酰 -tRNA 在 核糖 体 上 重新 排 布 ,为 进入 转 肽 反应 
创造 条 件 。 

释放 出 来 的 EF-Tu'GDP 在 EF-Ts 的 催化 下 ,由 细胞 质 基质 的 GTP 取代 GDP 而 重新 转变 成 为 有 
活性 的 EF-Tu.GTP。 

与 起 始 阶段 相似 , 氮 酰 -tRNA 进入 A 部 位 并 不 需要 GTP 的 水 解 。 有 人 使 用 不 能 水 解 的 GTP 类 
似 物 [如 GDP(NP)] 代 替 GTP ,发 现 氨 酰 -tRNA 照样 能 够 进入 A 部 位 。 在 这 里 ,GTP 的 水 解 同样 具 
有 特殊 的 意义 一 一 它 引 发 了 EF-Tu 与 核糖 体 的 解 离 。 实 际 上 ,EF-Tu 通过 两 种 方式 来 保证 正确 的 氮 
酰 -tRNA 能 各 就 各 位 :中 阻止 氨 酰 -tRNA 的 氨基 端 进入 核糖 体 的 A 部 位 (被 携带 的 氨基 酸 并 不 参与 
校对 ). 这 确保 了 氨 酰 -tRNA 上 的 反 密 码 子 和 mRNA 上 的 密码 子 之 间 配 对 在 先 ,防止 误 载 的 氮 酰 -tRNA 
与 A 部 位 不 可 逆 地 结合 以 及 随后 形成 错误 的 肽 键 。C)CTP 缓慢 水 解 ,只 有 在 GTP 水 解 以 后 ,EF-Tu 
才 会 离开 核糖 体 。 在 与 EF-Tu 结合 的 GTP 尚 没有 水 解 之 前 的 一 段 时 间 内 , 反 密 码 子 与 密码 子 之 间 进 
行 相互 校对 。 因 此 ,EF-Tu 的 GTP 酶 活性 越 低 ,密码 子 与 反 密码 子 相 互 校对 的 时 间 就 越 长 ,错误 的 氮 
酰 -tRNA 被 A 部 位 容纳 的 可 能 性 就 越 小 , 肽 链 延 伸 的 速率 也 会 降低 。 于 是 ,EF-Tu 的 GTP 酶 活性 相 
当 于 一 个 计时 器 ,由 它 决 定 翻译 的 速率 与 忠实 性 的 平衡 。 

2. 转 肽 

当 正 确 的 氮 酰 -RNA 进入 A 部 位 以 后 , 紧 接着 就 发 生 由 转 肽 酶 催化 的 转 肽 (transpeptidation) 反 
应 一 一 与 A 部 位 结合 的 氮 酰 -tRNA 上 的 氨基 N 去 亲 核 进攻 结合 在 P 部 位 上 的 肽 酰基 或 氨 酰 基 (位 于 
肽 酰 -tRNA 或 氨 酰 -tRNA 上 ), 并 形成 肽 键 ( 图 39-12)。 如 果 是 第 一 个 肽 键 , 那 一 定 是 在 甲 酰 甲 硫 氨 
酸 和 第 二 个 氨基 酸 之 间 形 成 的 。 

转 肽 酶 是 一 种 核 酶 。 支 持 这 种 观点 的 主要 证 据 有 :中 在 核糖 体 上 还 没有 发 现 一 种 蛋白 质 单独 或 
者 和 其 他 蛋白 质 一 起 催化 肽 键 的 形成 。@) 小 亚 基 16S rRNA 特殊 的 区 域 在 A 部 位 和 了 部 位 与 反 密 码 





肽 栈 tRNA 氨 酰 tRNA 空 载 tRNA 肽 酰 tRNA 
39-12 蛋白质 合成 过 程 中 的 转 肽 反应 


SS57 


439, 


细胞 每 合成 一 个 肽 
键 ,至 少 需要 消耗 多 少 ATP? 


558 


子 区 域 相 互 作 用 。 相 反 , 大 亚 基 23S rRNA 与 肽 酰 -tRNA 的 3'-CCA 相互 作用 ,从 而 使 之 位 于 转 肽 酶 
合适 的 位 置 。@@ 红 霉 素 和 氯 霉 素 抑制 转 肽 酶 的 活性 ,但 某 些 23S rRNA 序列 发 生 突变 的 菌株 对 这 两 种 
抗生素 具有 抗 性 。@ 四 核糖 体 的 三 维 结构 显示 转 肽 酶 的 活性 中 心 由 RNA 组 成 ,最 近 的 蛋白 质 离 活性 中 
心 有 2 nm, 这 样 的 距离 太 远 , 不 可 能 参与 催化 。@ 人 工 筛选 到 的 核 酶 能 催化 肽 键 的 形成 。@ 碎 片 反应 。 

证 明 大 肠 杆菌 的 转 肽 酶 属于 核 酶 的 最 有 力 证 据 来 自 Harry F. Noller 设计 的 “碎片 ”反应 (fragment 
reaction),Noller 利用 它 来 测定 转 肽 酶 活性 , 即 : 

CAACCA-fMet + 味 叭 霉 素 一 一 CAACCA-OH +fMet- 叶 吟 霉 素 

其 中 CAACCA-fMet 为 fMet-tRNAI" 在 3 端的 片段 ,fMet 被 $= 标记 。 在 合适 的 条 件 下 ,碎片 反应 
可 由 核糖 体 大 亚 基 单 独 催化 。Noller 发 现 , 当 使 用 蛋白 酶 K 处 理 和 SDS 抽 提 后 ,大 肠 杆菌 大 亚 基 仍 然 
保留 20%~409% 的 转 肽 酶 活性 ,而 从 一 种 嗜 热 菌 得 到 的 核糖 体 大 亚 基 在 使 用 相同 的 条 件 处 理 后 能 保留 
80%5 的 转 肽 酶 活性 。 然 而 ,如 果 使 用 核糖 核酸 酶 T1 处 理 ( 它 只 水 解 G 后 面 的 磷酸 二 酯 键 ,因此 不 会 水 
解 CAACCA), 大 亚 基 的 转 肽 酶 活性 就 会 完全 丧失 。 以 上 实验 的 结果 表明 ,23S rRNA 与 转 肽 酶 的 活性 
直接 有 关 , 是 一 种 名 副 其 实 的 核 酶 。 

转 肽 反应 发 生 以 后 ,新生 的 肽 链 连 接 到 位 于 A 部 位 的 tRNA 分 子 上 ,形成 肽 酰 -tRNA,P 部 位 则 留 
下 空 载 的 tRNA。 在 肽 键 形成 的 同时 ,A 部 位 上 的 tRNA 受 体 茎 发 生 旋转 ,以 使 新 生 肽 链 通过 P 部 位 进 
入 大 亚 基 上 的 离开 通道 。 

3. 移 位 

经 历 了 转 肽 反应 以 后 ,部 位 的 tRNA 已 经 成 为 空 载 的 tRNA (最 初 是 空 载 的 起 始 tRNA, 以 后 是 空 
载 的 非 起 始 tRNA), 空 载 的 tRNA 随后 进入 王 部 位 ,与 此 同时 , 移 位 (translocation) 反应 发 生 了 。 在 和 A 
部 位 上 形成 的 肽 酰 -tRNA 连同 与 其 结合 的 mRNA 一 起 移动 到 P 部 位 ,从 而 为 肽 链 延 伸 的 下 一 轮 循环 
做 好 了 准备 。 注 意 在 移 位 反应 中 , 肽 酰 -tRNA 上 的 反 密码 子 与 密码 子 的 相互 作用 已 不 再 是 决定 氨基 
酸 特异 性 的 因素 ,但 是 它 对 于 维持 移 位 反应 的 准确 性 (只 移 位 一 个 密码 子 ) 以 保持 正确 的 可 读 框 是 至 
关 重 要 的 。 

移 位 反应 需要 EF-G 的 帮助 ,EF-G 也 是 一 种 小 G 蛋白 ,其 大 小 ,形状 以 及 电荷 分 布 与 结合 有 EF-Tu 
的 氮 酰 -tRNA 相似 。EF-G'GTP 在 A 部 位 的 附近 与 核糖 体 结合 ,促进 移 位 反应 的 进行 。EF-G.GTP 的 
结合 可 能 将 带 有 新 生 肽 链 的 tRNA 从 A 部 位 * 推 ?到 了 部 位 ,与 此 同时 , 空 载 的 tRNA 则 从 P 部 位 转移 
到 部位。 既然 tRNA 与 mRNA 通过 密码 子 / 反 密码 子 的 碱 基 配 对 结合 在 一 起 ,mRNA 也 就 随 之 发 生 移 
位 。 一 般 认 为 移 位 反应 是 自发 的 ,因为 空 载 tRNA 对 下 部 位 的 亲和力 要 比 对 了 部 位 高 ,而 肽 酰 -tRNA 对 
P 部 位 的 亲和力 要 比 对 A 部 位 的 亲和力 高 。 但 在 移 位 过 程 中 ,GTP 并 不 发 生 水 解 ,只 是 在 移 位 完成 以 后 ， 
核糖 体 再 次 充当 EF-G 的 GAP, 导 致 与 EF-G 结合 的 CTP 水 解 成 为 CDP 和 Pi。 一 旦 GTP 被 水 解 ,EF-GC 
立刻 与 核糖 体 解 离 ,并 依靠 自身 的 一 个 结构 域 , 作 为 GEF 以 再 生出 EF-G.GTP。 

每 个 细胞 约 含 有 2x10 个 EF-G 分 子 , 这 与 核糖 体 的 数目 相同 。EF-G 和 氮 酰 -tRNA.EF-Tu 复 
合 物 在 结构 上 惊人 的 相似 ,与 核糖 体 的 结合 位 点 部 分 重奏 ,导致 它们 无 法 与 核糖 体 同 时 结合 (图 39-13 
和 图 39-14)。 正 是 EF-G 阻止 氨 酰 -tRNA 以 及 释放 因子 与 A 部 位 的 结合 , 才 保证 了 只 有 在 移 位 反应 
结束 后 才 可 以 进入 下 一 轮 循环 。 因 此 ,只 有 在 EF-G 离开 了 核糖 体 , 氮 酰 -tRNA.EF-Tu 才能 进入 A 
部 位 ,下 一 轮 的 进位 反应 才能 发 生 。 

在 肽 链 延 伸 过 程 中 ,一 个 正在 延伸 的 多 肽 链 必须 离开 核糖 体 ,结构 研究 表明 ,有 一 个 狭 窗 的 离开 
通道 正 为 此 用 ,多 肽 链 在 如 此 狭 窗 的 空间 内 是 很 难 发 生 折 春 的 。 

(四 ) 多 肽 链 合成 的 终止 与 释放 

如 图 39-15 所 示 , 随 着 肽 链 的 不 断 延 伸 , 位 于 mRNA 上 的 终止 密码 子 最 终 进 入 A 部 位 ,由 于 没 
有 相应 的 氮 酰 -tRNA 的 结合 ,RF1 或 RF2 便 “ 有 机 可 乘 ”。RF3 也 是 一 种 小 G 蛋白 , 它 与 GTP 形成 
的 复合 物 RF3'CTP 可 促进 RF1 和 RF2 的 作用 。 一 旦 释放 因子 结合 到 A 部 位 ,核糖 体 上 的 转 肽 酶 
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EP-G EF-Tu-GTP . 氨 酰 tRNA 


39-13 ”EF-G 与 苯 丙 氨 酰 -tRNA-.EF-Tu 复合 物 在 三 维 结构 上 的 比较 39-14 EF-Tu 和 EF-G 各 自 与 核糖 体 结合 的 相互 排斥 


在 活性 上 就 会 发 生 改 变 , 转 而 催化 肽 酰基 转移 给 
水 分 子 , 导 致 肽 酰 -tRNA 的 水 解 , 肽 链 因 此 被 释 
放出 来 。 随 后 空 载 的 tRNA 离开 核糖 体 ,释放 因 
子 因为 RF3 的 GTP 酶 活性 将 结合 的 GTP 水 解 而 
得 以 释放 。 最 后 ,在 核糖 体循环 因子 (RRF) 的 帮 
助 下 ,核糖 体 与 mRNA 解 离 , 解 离 的 核糖 体 进 入 
下 一 轮 翻译 。 

核糖 体 最 重要 的 功能 也 许 不 是 催化 肽 键 的 形 
成 ,而 是 如 何 防 止 肽 酰 -tRNA 的 酯 键 提前 发 生 水 
解 ,因为 肽 键 形成 在 热力 学 上 是 一 个 很 容易 发 生 
的 反应 。 显 然 ,将 水 分 子 排除 在 转 肽 酶 活性 中 心 
之 外 是 防止 肽 链 提前 释放 的 关键 。 释 放 因子 很 可 
能 使 用 分 子 模拟 (molecular mimicry ) 的 方法 ,将 自 
已 “乔装 打扮 ”成 氮 酰 -tRNA 的 结构 (图 39-16)， 
并 将 与 它 结合 的 水 分 子 带 入 转 肽 酶 的 活性 中 心 ， 
随后 在 核糖 体 的 协助 下 ,促进 水 分 子 进攻 酯 键 , 导 
致 肽 链 的 释放 。 在 多 肽 链 释放 以 后 ,mRNA 和 空 
载 tRNA 还 短暂 地 结合 在 70S 核糖 体 上 (tRNA 留 
在 P 部 位 ), 直 到 在 RRF 和 FEF-G:CTP 的 作用 下 
才 发 生 解 离 。 

RRF 是 细菌 翻译 必需 的 蛋白 质 因 子 , 它 和 
EF-G 一 起 参与 最 后 翻译 系统 的 解体 。 一旦 GTP 水 解 ,RRF 和 EF-G 即 可 导致 核糖 体 解 离 成 亚 基 。 
随后 ,在 IF3 的 帮助 下 , 空 载 的 tRNA 离开 30S 亚 基 。RRF 的 作用 方式 与 EF-Tu 和 EF-G 一 样 , 通 
过 模拟 tRNA 的 形状 与 核糖 体 上 的 tRNA 结合 位 点 结合 。 
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二 、 真 核 生物 的 细胞 质 翻 译 系统 

真 核 生物 的 翻译 过 程 与 细菌 在 许多 方面 非常 相似 ,但 也 有 不 少 差别 ,具体 反映 在 以 下 9 个 方面 : 
人 核糖 体 的 结构 有 所 不 同 ;@) 细 菌 的 翻译 和 转录 是 紧密 偶 联 ,而 真 核 生 物 的 转录 和 翻译 分 别 发 生 在 细 
胞 核 和 细胞 质 ,因此 两 者 不 存在 偶 联 关系 ;@ 起 始 tRNA 并 不 进行 甲 酰 化 ,也 不 能 进行 甲 酰 化 ;@ 轩 起 始 
密码 子 的 识别 采取 完全 不 同 的 机 制 ;@ 起 始 tRNA 与 小 亚 基 的 结合 先 于 mRNA;@@O 起 始 阶段 不 仅 需要 
GTP ,还 需要 ATP;CO 起 始 因子 种 类 与 结构 比 细菌 要 复杂 得 多 ;@) 释 放 因子 有 两 种 ;@ 对 抑制 剂 的 敏感 
性 不 同 。 

(一 ) 氨基 酸 的 活化 

与 细菌 没有 多 少 差别 ,所 不 同 的 是 Met-tRNA” 并 不 进行 甲 酰 化 。 

(二 ) 翻译 的 起 始 

真 核 生物 的 翻译 的 起 始 可 分 为 4 个 阶段 的 反应 ,至 少 需要 十 余 种 起 始 因 子 (eIF) 或 辅助 蛋白 的 帮 
助 。 这 些 起 始 因子 和 参与 延伸 的 延伸 因子 以 及 参与 终止 的 释放 因子 ,按照 一 定 的 次 序 作用 ,共同 完成 
一 条 多 肽 链 的 合成 。 

各 个 阶段 的 反应 分 述 如 下 : 

1. mRNA 的 准备 和 检查 

由 于 真 核 系统 的 mRNA 要 经 历 复 杂 的 后 加 工 , 因 此 翻译 系统 首先 需要 对 mRNA 进行 检查 ,以 确 
保 只 有 加 工 完 好 的 mRNA 才能 用 作 模 板 。 参 与 这 一 步 反 应 的 起 始 因子 为 eIF4 系列 ,其 中 eIF4E 为 帆 
39-16 eRF1、RF2 和 。 子 结合 蛋白 ,专门 与 mRNA 的 9' 端 的 帽子 结合 ,eIF4G 是 一 种 接头 分 子 , 既 能 与 eIF4E 结合 ,又 能 与 结 
RRF 三 维 结构 的 比较 

各 在 中 站 二 区 上 的 届 BB 铺 各 通 1 moreeeeeeeeeeereeeerrerirecaontoeeen 
能 结合 eIF3 ,使 mRNA 的 5 和 3' 端 

真 核 生物 参与 翻译 ”在 空间 上 相互 靠近 成 环 ( 图 39-17)。 
的 二 时 因子 下 全 四 了 和 和 终 。 mRNA 的 环 化 能 很 好 地 解释 多 聚 A 
尾巴 为 什么 能 提高 翻译 的 效率 :一 旦 
核糖 体 完成 翻译 通过 多 聚 A 成 环 的 
mRNA ,重新 释放 的 核糖 体 亚 基 所 处 
的 位 置 恰到好处 ,非常 适合 在 同一 个 
mRNA 分 子 上 重新 启动 翻译 。 

elIF-4G 与 PABP 的 结合 不 仅 保 
证 了 只 有 成 熟 的 完整 的 mRNA 才 被 
翻译 ,还 将 其 他 起 始 因子 招募 进来 ,例如 eIF4A 和 elIF4B。eIF4A 是 一 种 依赖 于 ATP 的 RNA 解 链 酶 ， 
负责 破坏 mRNA 5' 端 的 二 级 结构 ,暴露 起 始 密码 子 ,为 核糖 体 的 扫描 清除 障碍 ,而 eIF4B 是 一 种 RNA 
结合 蛋白 ,其 功能 是 刺激 eIF4A 的 解 链 酶 活性 。eIF4F 实际 上 是 帽子 结合 蛋白 eIF4E 依赖 于 ATP 的 
解 链 酶 eIF4A 和 elIF4G 的 复合 物 , 这 三 种 蛋白 之 间 的 相互 作用 加 强 了 eIF4E 与 mRNA 帽子 结构 的 结合 。 

2. 43S 预 起 始 复合 物 的 形成 

这 一 步 反 应 涉及 的 起 始 因 子 有 eIF1 、eIF1A .eIF2 、eIF3 和 eIF6( 图 39-18)。 其 中 ,eIF1 相当 于 细菌 
的 正 1。eIF2 是 一 种 小 G 蛋白 ,只 有 与 CTP 结合 才 有 活性 , 它 相当 于 细菌 的 正 2 ,负责 识别 和 结合 Met- 
tRNAN。eIF3 与 40S 小 亚 基 结合 ,阻止 60S 大 亚 基 与 小 亚 基 的 结合 ,但 刺激 Met-tRNAMe%.eIF2.GTP 与 
小 亚 基 的 结合 。 

3. 起 始 密码 子 的 识别 及 48S 起 始 复合 物 的 形成 

43S 预 起 始 复合 物 和 eIFS 附着 到 已 检查 合格 的 mRNA 分 子 的 了 端 (图 39-19), 在 eIF4A elIF4B 和 
eIF4F 的 帮助 下 ,mRNA 的 $'-UTR 发 生 解 链 , 预 起 始 复合 物 从 3 端 向 3' 端 进行 扫描 ,直到 发 现 第 一 个 
AUG ,通常 就 以 这 个 AUG 作为 起 始 密码 子 。 








39-17 ” 真 核 生 物 mRNA 成 环 模型 (Watson 等 ,2007) 
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然而 ,5%~109% 的 mRNA 并 不 使 用 第 一 个 AUG 作为 起 始 密码 子 , 这 是 因为 第 一 个 AUG 所 处 的 序列 你 如 何 解释 真 核 生 
环境 对 能 否 选 做 起 始 密码 子 有 很 大 影响 。Marilyn Kozak 所 做 的 研究 表明 ,在 一 致 序列 CCRCCAUGG(R 。 呈 的 已 丰 在 生生 大 证 的 
代表 味 吟 碱 基 ) 之 中 的 AUG 起 始 的 效率 最 高 。 如 果 喀 喧 碱 基 占 据 -3 或 +4 区 ,起 始 复合 物 tRNA.40S 的 蛋白 质 基因 既 可 以 以 单 顺 


就 会 漏 过 此 AUG ,继续 扫描 ,直到 发 现 新 的 AUG。 小 亚 基 在 进行 扫描 的 时 候 ,需要 eIF4A 的 解 链 酶 活 。 全 区 2 
性 ,以 解除 mRNA 5' 端 的 二 级 结构 。 
在 扫描 中 ,起 始 tRNA 通过 反 密 码 子 /密码 子 的 碱 基 配 对 ,来 进行 校对 以 发 现 AUG,eIF2 的 GTP 
酶 活性 则 充当 计时 器 , 允许 有 足够 的 时 间 校 对 。 
真 核 翻译 系统 还 有 一 种 识别 起 始 密码 子 的 机 制 叫 内 部 进入 (internal entry), 使 用 这 种 机 制 的 主要 
是 细小 核酸 病毒 (picoraviras), 如 关 髓 灰质 炎 病 毒 。 这 一 类 病毒 的 mRNA 在 9' 端 无 帽子 结构 ,但 有 很 
长 的 SUTR (600~1 000 nt)。5S'UTR 内 有 多 个 AUG ,但 都 不 能 作为 起 始 密码 子 。 通 过 对 $ UTR 进行 的 
缺失 突变 分 析 发 现 ,在 5 端 起 始 密码 子 的 周围 存在 一 种 内 部 核糖 体 进入 位 点 (intermnal ribosome entry ee 
site,IRES), 形 成 特殊 的 二 级 结构 和 三 极 结构 ,核糖 体 可 以 识别 它 ,并 从 这 个 区 域 直 接 进入 然后 发 现 周 出 蛋白 质 ? 
围 的 起 始 密码 子 。 
显然 ,使 用 内 部 进入 的 翻译 起 始 除 不 需要 帽子 结合 蛋白 eIF4E 以 外 ,需要 其 他 所 有 的 起 始 因子 ， 
其 中 的 eIF4G 可 以 直接 作用 于 IRES ,也 可 能 通过 细胞 内 的 IRES 结合 蛋白 间接 作用 。 结 合 在 IRES 的 


elIF4G 再 将 eIF3 和 40S 亚 基 招募 上 去 。 
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原核 生物 与 真 核 生 
物体 内 参与 翻译 的 蛋白 质 哪 
些 属于 G 蛋白 ? 
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4. 起 始 因子 的 解 离 与 60$ 大 亚 基 的 结合 

在 起 始 密码 子 被 识别 以 及 48S 复合 物 形 成 以 后 ,eIF5 、eIF5SB 便 刺 激 eIF2 的 GTP 酶 活性 ,促进 与 
eIF2 结合 的 GTP 水 解 。 与 eIF2 结合 的 GTP 的 水 解 导致 绝 大 多 数 起 始 因子 的 释放 ,同时 激活 eIF5B 的 
GTP 酶 活性 。 于 是 ,GTP 受到 eIF5B 的 水 解 ,成 为 80S 起 始 复合 物 是 否 正确 装配 的 最 后 一 个 检查 点 。 
当 与 eIF5B 结合 的 GTP 被 水 解 以 后 ,剩余 的 所 有 起 始 因子 都 离开 40S 小 亚 基 。 随 后 ,60S 大 亚 基 与 
40S 小 亚 基 结 合 ,形成 完整 的 翻译 起 始 复合 物 。 

(三 ) 翻译 的 延伸 

真 核 生物 的 肽 链 延 伸 反 应 与 细菌 相似 , 同样 不 断 地 经 历 进位 、 转 肽 和 移 位 反应 ,只 是 由 eEF-1 代 
替 了 FEF-Tu 和 EF-Ts, 其 中 eEF-1la 相当 于 EF-Tu,eEF-1By 相当 于 EF-Ts,eEF-2 代替 了 EF-G, 转 
肽 酶 的 活性 由 28S rRNA 提供 。 在 真菌 中 ,还 需要 第 三 种 延伸 因子 eEF-3 的 参与 。eEF-3 的 功能 是 能 
促进 空 载 的 tRNA 从 下 部 位 释放 ,从 而 刺激 氮 酰 -tRNA 进入 A 部 位 ,这 种 功能 依赖 于 它 的 ATP 酶 活 
性 对 ATP 的 水 解 。eEF-1 和 eEF-2 可 被 特定 的 蛋白 质 激酶 催化 而 经 历 磷 酸化 修饰 ,这 种 修饰 在 体内 
可 能 具有 调节 延伸 反应 的 功能 。 

(四 ) 蛋白 质 合成 的 终止 

真 核 生物 的 肽 链 终止 反应 与 细菌 也 很 相似 ,但 只 有 2 个 释放 因子 ,而 且 没 有 RRF ,由 eRF1 识别 所 
有 的 3 种 终止 密码 子 。 

eRFI1 的 作用 也 使 用 分 子 模拟 的 手段 ,其 三 维 结构 与 TRNA 相似 。 但 eRF1 并 不 单独 作用 ,需要 和 
eRF3 形成 异 源 二 聚 体 。eRF3 也 是 一 种 G 蛋白 ,其 功能 相当 于 细菌 的 RF3。 


三 、 细 胞 器 翻译 系统 

线粒体 和 叶绿体 是 两 种 半 自 主 细胞 器 ,在 它们 的 基质 内 不 仅 发 生 DNA 复制 和 转录 ,还 进行 翻译 。 
这 两 种 细胞 器 翻译 的 特征 似乎 更 接近 细菌 ,如 核糖 体 的 结构 更 像 细 菌 。 大 肠 杆菌 和 线粒体 的 翻译 系统 
的 交换 实验 表明 ,大 肠 杆 菌 的 tRNA 和 参与 翻译 的 各 种 辅助 蛋白 在 线粒体 翻译 系统 是 有 功能 的 ,这 说 
明 这 两 种 翻译 系统 在 功能 上 是 等 同 的 。 此 外 ,两 种 细胞 器 翻译 系统 对 抑制 剂 的 敏感 性 也 类 似 于 细菌 。 
参与 起 始 、 延 伸 和 终止 反应 的 各 蛋白质 因子 与 细菌 对 应 的 成 分 具有 高 度 的 同 源 性 ,第 一 个 被 参 人 的 氨 
基 酸 通常 是 甲 酰 甲 硫 氮 酸 (哺乳 动物 的 线粒体 除外 )。 但 是 ,线粒体 翻译 系统 和 叶绿体 系统 也 各 有 自己 
特有 的 性 质 。 以 线粒体 翻译 系统 为 例 :首先 ,与 大 肠 杆菌 的 核糖 体 相 比 , 线 粒 体 核糖 体内 的 rRNA 含量 
减 半 , 有 的 丧失 了 SS rRNA, 但 蛋白 质 含量 有 所 增加 。 在 rRNA 上 有 结合 位 点 的 核糖 体 蛋 白质 缩短 了 
或 丢失 了 。 其 次 , 它 的 tRNA 极为 简练 。 与 细菌 和 真 核 细 胞 质 翻 译 系 统 内 的 50 种 以 上 的 tRNA 相 比 ， 
动物 线粒体 仅 有 22 种 tRNA。22 种 tRNA 要 识别 60 种 密码 子 ,必须 遵守 更 为 宽松 的 摆动 法 则 。 线 虫 
的 线粒体 翻译 系统 有 20 种 tRNA 无 T 臂 ,余下 两 种 RNA" 缺乏 D 臂 。 有 趣 的 是 ,线虫 的 线粒体 有 2 
种 EF-Tu(EF-Tul 和 EF-Tu2),EF-Tul 识别 缺乏 了 T 臂 的 tRNA, 而 EF-Tu2 识别 缺乏 D 臂 的 tRNA， 
这 2 种 EF-Tu 尚 没有 在 其 他 生物 体内 发 现 。EF-Tul 在 其 C 端 多 出 一 段 由 57 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 结 
构 域 ,该 结构 域 似乎 是 用 来 弥补 缺失 的 T 臂 ,以 形成 正常 的 氮 酰 TRNA'EF-Tul'GTP 三 元 复合 物 。 此 
外 酵母 细胞 线粒体 内 的 翻译 还 依赖 于 由 核 基 因 编码 的 某 些 蛋 白质 因子 的 激活 。 事 实 上 ,线粒体 翻译 
系统 除了 rRNA 和 tRNA 是 由 线粒体 DNA 编码 的 以 外 ,其 他 所 有 的 参与 翻译 的 蛋白 质 都 是 由 核 基因 
编码 。 最 后 ,线粒体 翻译 系统 使 用 的 密码 子 与 标准 密码 子 有 所 不 同 。 

就 叶绿体 翻译 系统 而 言 , 它 在 很 多 方面 与 细菌 很 相似 ,但 是 ,在 叶绿体 中 只 有 三 分 之 一 的 mRNA 
在 5 -UTR 含有 SD 序列 ,而 且 该 序列 对 翻译 的 起 始 并 不 是 绝对 必需 的 。 已 有 证 据 表 明 ,叶绿体 可 能 存 
在 多 种 翻译 起 始 机 制 ,其 中 许多 mRNA 的 翻译 与 线粒体 相似 ,也 需要 核 基因 编码 的 蛋白 质 的 激活 。 叶 
绿 体 翻 译 系统 有 一 套 完 整 的 rRNA, 但 也 只 有 30 种 tRNA。 在 某 些 叶绿体 内 ,有 的 mRNA 通过 编辑 ( 主 
要 是 C 一 U) 创造 起 始 密码 子 终止 密码 子 或 者 改变 密码 子 以 维护 保守 的 氨基 酸 残 基 的 稳定 。 





几 oyiuegeACOARRYDR L Ven CO 


四 、 古 菌 的 翻译 系统 

正如 DNA 复制 和 转录 一 样 , 古 菌 的 翻译 与 真 核 生 物 也 十 分 相似 。 这 表现 在 以 下 几 个 方面 :中 虽然 核 
糖 体 的 大 小 与 细菌 一 样 , 但 构成 核糖 体 的 rRNA 和 蛋白质 与 真 核 生 物 的 亲缘 关系 更 密切 。 真 核 生物 的 核 
糖 体 含有 78 种 蛋白 质 和 4 种 rRNA。 其 中 有 34 种 蛋白 质 同时 存在 于 细菌 和 古 菌 ,还 有 33 种 也 存在 于 古 
菌 , 剩 下 的 11 种 为 真 核 生物 特有 的 ,没有 任何 一 种 只 存在 于 真 核 生 物 和 细菌 。(@) 参 与 翻译 各 个 阶段 的 畏 
助 蛋白 质 因子 的 数目 以 及 结构 的 同 源 性 接近 真 核 生物 , 但 各 种 因子 的 组 成 倾向 于 由 单个 亚 基 组 成 ,而 不 
像 真 核 生 物 由 多 个 亚 基 组 成 。 例 如 参与 翻译 起 始 阶 段 的 起 始 因子 ,有 的 既 存 在 于 细菌 真 核 生物 和 古 菌 ， 
有 的 只 存在 于 古 菌 和 真 核 生物 ,但 没有 哪 一 种 仅 存在 于 细菌 和 古 菌 。 再 如 ,在 翻译 终止 阶段 ,细菌 需要 
RRF ,但 古 菌 和 真 核 生 物 都 不 需要 RRF。@ 和 第 一 个 参 人 的 氮 基 酸 和 真 核 生物 一 样 ,都 是 甲 硫 氨 酸 ,而 不 是 
细菌 的 甲 酰 甲 硫 氨 酸 。@ 由 对 抑制 剂 ,特别 是 对 抗生素 的 敏感 性 相似 。 例 如 , 真 核 生 物 的 细胞 质 翻 译 系统 
和 上 古 菌 翻译 系统 的 核糖 体 移 位 反应 都 受到 白喉 毒素 的 抑制 ,但 都 不 受 氧 霉 素 . 链 霉 素 和 卡拉 震 素 的 抑制 。 

然而 , 古 菌 的 翻译 系统 与 细菌 也 有 某 些 特 征 很 相似 。 例 如 :没有 5.8S rRNA,mRNA 无 帽子 结构 
多 为 多 顺 反 子 , 有 SD 序列 ,翻译 与 转录 是 偶 联 的 。 
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细胞 内 的 mRNA 并 不 总 是 正常 的 , 某 些 因素 会 导致 一 个 mRNA 分 子 在 其 ORF 内 提前 出 现 终 止 密 
码 子 (premature stop codon,PTC) 或 者 无 终止 密码 子 (nonstop), 由 这 些 异 常 的 mRNA 翻译 出 来 的 蛋白 
质 可 能 是 没有 功能 的 ,甚至 是 有 害 的 。 为 了 及 时 清除 异常 mRNA 对 细胞 可 能 产生 的 危害 ,无论 是 原核 
生物 ,还 是 真 核 生 物 ,都 具有 特定 的 质量 控制 系统 ,来 实时 监控 细胞 内 的 mRNA ,以 及 时 处 理 各 种 异常 
的 mRNA。 但 两 类 生物 控制 的 方法 是 不 同 的 , 像 细菌 主要 是 对 异常 的 mRNA 进行 抢救 翻译 (rescuing 
translation), 而 真 核 生物 直 接 对 异常 的 mRNA 进行 降解 。 

细菌 mRNA 一 般 很 快 水解 , 其 半 训 期 较 短 ,因此 ,mRNA 有 很 大 的 可 能 性 丢掉 了 它 的 3' 端 。 倘 若 
这 种 情况 真 的 发 生 了 ,后 果 就 很 可 能 非常 严重 。 不 妨 设想 ,假定 一 个 mRNA 分 子 因此 或 者 因 突 变 丢失 
了 它 的 终止 密码 子 , 那 么 将 没有 终止 信号 促进 核糖 体 的 解 离 。 任 何 与 这 种 有 人 缺陷 的 mRNA 结合 的 核 
糖 体 当 翻译 到 断裂 的 末端 ,将 庄 足 不 前 ,难以 解 离 。 

面 对 上 述 情 况 ,细菌 已 发 展 了 一 套 专门 的 机 制 , 来 处 理 这 些 在 翻译 上 有 缺陷 的 mRNA, 这 种 机 制 就 是 
抢救 翻译 ,而 抢救 翻译 的 手段 是 反 式 翻 译 (trans-translation)。 反 式 翻 译 不 同 于 通常 形式 的 顺 式 翻译 , 它 由 两 
个 mRNA 翻译 成 一 条 融合 的 肽 链 ,其 中 一 个 mRNA 分 子 无 终止 密码 子 , 另 一 个 mRNA 分 子 是 mnRNA。 

tmRNA 由 349~411 nt 组 成 ,广泛 存在 于 各 种 细菌 ,也 存在 于 某 些 生物 的 叶绿体 和 线粒体 内 ,但 并 
不 存在 于 古 菌 和 真 核 生物 的 核 基 因 组 。 绝 大 多 数 tmRNA 是 一 个 连续 的 RNA 分 子 , 少 数 tmRNA 由 2 
个 独立 的 RNA 分 子 通过 碱 基 配 对 组 装 而 成 。 大 肠 杆菌 的 mRNA 也 被 称 为 10SaRNA ,含有 363 nt, 由 
457 nt 的 前 体 经 后 加 工 而 成 。 

tmRNA 可 分 成 2 个 部 分 (图 39-20): 第 一 部 分 包括 $ 端 ( 约 50 个 核 苷 酸 ) 和 3' 端 ( 约 70 个 核 苷 酸 ) 
的 核 苷 酸 ,两 者 之 间 形 成 一 段 长 长 的 配对 区 域 ,3' 端 的 最 后 三 个 核 苷 酸 序列 为 CCA。 在 不 同 的 tmRNA 
分 子 之 中 ,第 一 部 分 的 结构 十 分 相似 ,都 折 县 成 类 似 tRNA 的 结构 ,因此 它 的 功能 是 作为 一 种 tRNA 来 
用 。 所 有 tmRNA 的 受 体 茎 上 的 第 三 个 碱 基 对 都 是 GU 碱 基 对 ,这 正 是 细菌 tRNA 的 个 性 ,因此 它 可 
以 携带 Ala; 第 二 部 分 由 内 部 的 核 昔 酸 组 成 ,包括 2 个 葵 环 结构 和 4 个 假 节 结构 ,这 一 部 分 差别 很 大 ， 
但 都 有 一 个 潜在 的 小 ORF, 因 此 它 的 功能 是 作为 一 种 mRNA ,编码 一 段 诊 肽 序列 。 

如 图 39-21 所 示 , 面 对 缺 乏 终止 密码 子 的 mRNA ,核糖 体 照 样 能 够 结合 上 去 ,起 始 多 肽 链 的 合成 ， 
并 持续 到 mRNA 的 3' 端 。 但 由 于 无 终止 密码 子 , 肽 酰 -RNA 并 不 能 释放 ,而 是 一 直 与 P 部 位 结合 ， 
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到 在 SmpB 蛋白 和 EF-Tu.'GTP 的 帮助 下 ,Ala-tmRNA 进入 核糖 体 的 A 部 位 。 与 氨 酰 -tRNA 进入 A 
部 位 有 所 不 同 的 是 , 它 不 可 能 通过 密码 子 与 反 密码 子 的 相互 作用 。 有 证 据 表 明 ,tmRNA 有 一 段 序列 与 
16S rRNA 上 的 一 段 序列 互补 ,tmRNA 很 可 能 通过 这 种 互补 关系 才 结 合 到 A 部 位 上 去 的 。 在 转 肽 酶 的 
催化 下 , 肽 酰基 被 转移 到 Ala-tmRNA 上 的 Ala 的 游离 氨基 上 ,随后 核糖 体 照常 移 位 ,并 以 tmRNA 上 的 
ORF 的 后 10 个 密码 子 序列 接着 充当 模板 ,在 翻译 出 10 个 氨基 酸 残 基 (ANDENYALAA) 以 后 ,就 遇 到 
了 终止 密码 子 , 肽 链 合成 得 以 正常 终止 ,而 释放 出 来 的 肽 链 是 一 个 融合 蛋白 ,在 C 端 含有 一 段 11 肽 序 
列 。 这 段 11 肽 序列 的 最 后 两 个 氨基 酸 残 基 是 一 种 降解 信号 ,可 被 胞 内 的 一 些 特殊 的 蛋白 酶 (ClpAP 和 
ClpXP) 识 别 ,最 终 导致 这 些 被 抢救 翻译 出 来 的 异常 多 肽 能 及 时 水 解 。 

由 此 可 见 ,使 用 tmRNA 既 解 除了 细胞 在 翻译 无 终止 密码 子 mRNA 时 核糖 体 不 能 解 离 的 问题 ,又 
能 保证 翻译 出 来 的 异常 多 肽 能 被 及 时 清除 ,防止 它们 在 细胞 内 堆积 ,产生 毒害 。 

真 核 生 物 有 2 种 高 度 保守 的 机 制 , 专 门 处理 异 常 的 mRNA: 一 种 是 无 义 介 导 的 mRNA 降解 
(nonsense-mediated mRNA decay,NMD) 一 一 专门 处 理 含有 PTC 的 mRNA , 另 一 种 则 是 无 终止 mRNA 
降解 (nonstop mRNA decay,NSD) 一 一 专门 处 理 无 终止 密码 子 的 mRNA。 
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第 五 闻 翻译 的 抑制 剂 


翻译 是 维持 细胞 的 正常 功能 所 必需 的 ,许多 抑制 剂 能 够 抑制 参与 翻译 的 某 一 重要 成 分 的 活性 ,从 
而 影响 到 被 作用 的 细胞 的 生存 。 自 然 界 有 各 种 各 样 的 翻译 抑制 剂 , 绝 大 多 数 作 用 位 点 是 核糖 体 , 也 有 
的 作用 位 点 是 起 始 因 子 或 延伸 因子 等 。 根 据 抑制 的 对 象 , 抑 制剂 通常 可 以 分 为 3 类 : 

1. 细菌 翻译 系统 的 抑制 剂 

这 一 类 抑制 剂 大 多 数 是 人 们 熟悉 的 抗生素 类 药物 。 例 如 链 霉 素 (streptomycin)、 氧 霉 素 、 林 可 霉 素 
(lincomycin)\ 稀 朴 霉 素 (sparsomycin)\ 黄 色 霉 素 (kirromycin)、. 红 霉 素 (erythromycin) 和 四 环 素 (tetracycline) 
等 ,作用 对 象 是 细菌 翻译 系统 , 真 核 生物 则 不 敏感 。 但 是 ,如 果 用 量 过 大 ,细胞 器 翻译 系统 也 会 受到 抑 
制 , 在 这 种 情况 下 , 真 核 细 胞 的 功能 同样 受到 影响 ,这 是 许多 抗生素 产生 副作用 的 主要 原因 。 

链 霉 素 是 一 种 氨基 糖 背 类 (aminoglycoside) 抗 生 素 , 在 低 浓 度 下 ,能 导致 核糖 体 误 读 mRNA, 这 时 
它 只 会 抑制 敏感 菌 的 生长 ,但 不 会 杀 死 敏感 菌 。 但 在 高 浓度 下 , 链 霉 素 则 完全 抑制 了 翻译 起 始 ,敏感 
菌 会 被 杀 死 。 氧 霉 素 是 一 种 广 谱 抗生素 , 它 与 林 可 霉 素 和 稀 玻 霉 素 一 样 与 核糖 体 50S 亚 基 结合 ,抑制 
大 亚 基 的 转 肽 酶 活性 。 四 环 素 也 是 一 种 广 谱 抗生素 , 它 与 小 亚 基 结合 而 抑制 氨 酰 -tRNA 结合 , 它 也 能 
抑制 ppGpp 的 合成 而 解除 严 紧 反应 。 红 霉 素 作用 位 点 是 50S 亚 基 上 的 多 肽 离开 通道 , 阻 断 正 在 生长 
的 肽 链 的 离开 ,从 而 阻 滞 翻 译 。 

2. 真 核 翻 译 系统 的 抑制 剂 

这 类 抑制 剂 只 抑制 真 核 翻 译 系统 ,不 抑制 细菌 翻译 系统 ,例如 白喉 毒素 (diphtheria toxin)\ 曹 麻 毒 
素 (ricin)、 放 线 菌 酮 (cycloheximide)、 苘 香 霉 素 (anisomycin) 和 w- 姑 曲 霉 素 (a-sarcin)。 其 中 ,白喉 毒素 
催化 eEF-2 的 ADP- 核糖 基 化 修饰 ,从 而 导致 移 位 反应 不 能 发 生 , 而 葛 麻 毒素 遇 到 80S 核糖 体 ,可 切 
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下 28S rRNA 上 的 一 个 腺 嗓 叭 ,导致 核糖 体 失 活 , 放 线 菌 酮 只 抑制 真 核 生 物 核 糖 体 大 亚 基 的 转 肽 酶 活 
性 。aw- 灵 曲 霉 素 在 真 核 细 胞 内 作为 一 种 特异 性 的 核酸 酶 ,可 切断 28S rRNA, 从 而 导致 氨 酰 -tRNA 与 
核糖 体 的 结合 受到 抑制 。 茄 香 霉 素 和 放 线 菌 酮 的 抑制 原理 相似 ,都 是 与 真 核 生 物 核糖 体 大 亚 基 结 合 ， 
抑制 其 转 肽 酶 活性 。 

3. 既 抑制 原核 又 抑制 真 核 翻译 系统 的 抑制 剂 

少数 抑制 剂 既 能 抑制 原核 生物 又 能 抑制 真 核 生物 的 蛋白 质 合 成 ,如 味 叭 霉 素 , 它 的 分 子 结构 与 栈 
氮 酰 -tRNA 非常 相似 (图 39-22), 因 此 在 翻译 的 时 候 也 能 进入 A 部 位 ,而 转 肽 酰 酶 照样 把 P 部 位 上 的 
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框 39-2 ”身边 的 生物 化 学 一 一 为 什么 芯 麻 毒素 不 会 杀 死 药 麻 自身 ? 

2003 年 ,伦敦 葡 察 突袭 了 一 处 公寓 ,逮捕 了 一 些 恐 怖 分 子 嫌 疑 人 , 发现 了 实验 用 的 玻璃 严正 和 药 采 
子 。 这 次 行动 提醒 了 世人 , 愁 怖 分 子 可 能 一 直 在 想 利用 蔚 麻 毒素 作为 生化 武器 。 攻 麻 毒素 的 毒性 是 很 强 
的 , 仅 次 于 朱 和 肉 毒 杆菌 毒素 ,其 毒性 是 氰 化 物 的 6 000 倍 ,是 眼镜 蛇毒 荒 毒 性 的 两 倍 ,1 g 芯 麻 毒素 可 致 
3 600 人 死亡 。 芯 麻 毒素 存在 于 芯 麻 植物 所 有 的 组 织 ,但 在 种 子 中 的 含量 最 高 。 

莽 麻 毒素 的 毒性 强 是 因为 它 在 进入 真 核 细胞 之 后 作为 一 种 核糖 体 失 活 蛋白 ,使 核糖 体 失 活 ,从 而 导 
致 蛋白 质 合成 受到 强烈 抑制 。 董 麻 毒素 是 由 2 条 肽 链 组 成 ,一 条 肽 链 被 称 为 RTB, 具 有 凝集 素 的 活性 可 
与 细胞 膜 结合 , 另 一 条 肽 链 被 称 为 RTA, 在 RTB 与 膜 结 合 以 后 进入 细胞 内 ,作为 一 种 高 度 特异 性 的 28S 
rRNA 糖苷 酶 ,去 水 解 28S zRNA 的 A4324, 由 于 A4324 处 于 28S zRNA 一 段 高 度 保守 的 十 三 聚 核 音 酸 序 
列 之 中 ,这 个 位 置 恰好 是 sEF-2 与 核糖 体 结合 的 地 方 ,因此 ,一 旦 A4321 被 水 解 下 来 ,核糖 体 就 不 能 催化 
蛋白 质 合成 的 移 位 反应 ,从 而 导致 翻译 受阻 。 茧 麻 毒素 作用 的 效率 是 很 高 的 ,1 分 子 楷 肪 毒素 在 1 min 内 
可 以 让 15 000 个 核糖 体 失 活 。 由 于 董 麻 毒素 的 作用 位 点 的 保守 序列 几乎 存在 于 所 有 真 核 生 物 核糖 体 的 
28S zRNA 分 子 上 ,因此 , 真 核 生 物 的 蛋白 质 合成 都 会 受到 它 的 抑制 ,也 包括 莅 麻 植物 本 身 。 但 为 什么 莽 
麻 毒 素 并 没有 杀 死 昔 麻 自身 呢 ? 

原来 是 在 种 子 形成 的 时 候 , 药 麻 毒素 就 像 胰 岛 素 一 样 ,是 由 单一 的 mRNA 翻译 而 成 的 ,这 个 单一 的 
mRNA 编码 的 是 苑 麻 毒 素 的 前 体 一 一 前 艺 麻 毒素 原 (preproricin)。 前 莽 麻 毒素 有 576 个 氨基 酸 残 基 , 其 
中 N 端 前 35 个 残 基 是 它 进 入 内 质 网 腔 的 信号 序列 ,在 前 体 进入 内 质 网 腔 以 后 被 切除 ,产生 碾 麻 毒素 原 。 
昔 麻 毒素 原 仍 然 由 一 条 肽 链 组 成 ,因为 RTA 和 RTB 之 间 由 12 个 残 基 组 成 的 连接 肽 还 没有 除 掉 。 药 麻 
毒素 原 会 在 内 质 网 腔 发 生 N- 糖 基 化 修饰 ,同时 进行 折 有 登 并 形成 5 个 二 硫 键 。 其 中 有 4 个 二 硫 键 在 RTB 
内 部 ,1 个 是 在 RIA 的 C 端 和 RTB 的 N 端 之 间 。 折 秋 好 的 芯 麻 毒素 原 进入 高 尔 基体 ,再 通过 小 泡 运输 ， 
进入 流 泡 ,在 液 泡 中 被 一 种 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 去 除 RITB 和 RTA 之 间 的 C 肽 ,而 变 成 成 熟 的 形式 并 被 分 沁 
到 细胞 壁 。 由 此 可 见 , 攻 麻 毒素 不 会 让 芯 麻 自身 中 毒 , 有 两 个 原因 :一 是 最 初 制造 出 来 的 是 没有 活性 的 前 
体 , 二 是 等 它 最 后 有 活性 的 时 候 , 已 经 进入 了 该 泡 ,被 隔离 起 来 ,无 法 回 到 细胞 质 去 作用 其 中 的 核糖 体 。 





肽 酰 -tRNA 的 肽 酰基 转移 到 它 的 氨基 上 ,形成 肽 酰 味 叭 霉 素 ,然而 形成 的 肽 酰 嗓 叭 霉 素 并 不 能 移 位 ， 
而 是 很 快 与 核 灶 体 解 离 ,而 一 旦 解 离 , 肽 链 合 成 便 提 前 结束 。 
需要 注意 的 是 , 古 菌 对 绝 大 多 数 抑制 剂 的 敏感 性 与 真 核 生 物 相 似 , 如 白喉 毒素 。 


第 六 节 ”和 蛋白质 在 细胞 内 的 降解 


细胞 内 的 蛋白 质 在 不 断 地 合成 ,同时 也 在 不 断 地 降解 。 这 样 的 过 程 看 似 浪 费 ,其 实 可 以 为 细胞 清 
除 一 些 不 正常 的 蛋白 或 者 积累 过 多 的 酶 和 调节 蛋白 ,从 而 使 细胞 代谢 井然 有 序 。 然 而 ,不 同性 质 的 蛋白 
质 的 半衰期 差别 很 大 ,从 几 分 钟 到 几 百 个 小 时 不 等 。 通 常 承担 重要 调节 作用 的 蛋白 质 , 如 代谢 反应 中 的 
限 速 酶 . 癌 基 因 的 产物 和 细胞 周期 蛋白 的 半衰期 最 短 , 而 由 管家 基因 编码 的 管家 蛋白 的 半衰期 最 长 。 

与 蛋白 质 在 消化 道内 进行 的 不 受 控 制 的 `, 也 完全 不 需要 ATP 的 降解 途径 相 比 , 细 胞 内 发 生 的 蛋白 
质 降 解 是 受到 严格 调控 的 ,其 中 有 的 降解 过 程 需要 ATP, 有 的 不 依赖 于 ATP。 


一 、 细 胞 内 不 依赖 于 ATP 的 蛋白 质 降 解 系统 

在 真 核 细 胞 中 ,主要 存在 2 套 蛋 白质 降解 系统 :一 套 是 溶 酶 体系 统 , 另 一 套 是 蛋白 酶 体 (proteasome) 
系统 ,其 中 溶 酶 体 降 解 系统 不 依赖 于 ATP。 

溶 酶 体 降解 系统 主要 负责 处 理由 胞 外 摄 和 人 到 胞 内 的 蛋白 、 在 受 体 介 导 的 内 吞 中 进入 内 吞 小 泡 的 
细胞 膜 蛋 白 和 被 自体 吞噬 体 (autophagosome) 吞 喉 的 胞 内 蛋白质。 


二 、 细 胞 内 依赖 于 ATP 的 蛋白 质 降解 系统 

真 核 细 胞 内 依赖 于 ATP 的 蛋白 质 降解 主要 是 受 泛 素 介 导 的 蛋白 酶 体 降解 系统 。 该 系统 不 仅 需要 
消耗 ATP, 还 需要 一 种 叫 泛 素 (ubiquitin,Ub) 的 蛋白 质 ,而 降解 的 真正 场所 是 在 蛋白 酶 体内 。 和 蛋白 酶 体 
是 一 种 完全 由 和 蛋白质 组 成 的 细胞 器 ,存在 于 细胞 质 和 细胞 核 , 负 责 处 理 内 源 的 蛋白 质 , 主要 包括 转录 
因子 周期 蛋白 病毒 编码 的 蛋白 质 、 基 因 突变 或 翻译 异常 产生 的 错误 折 释 的 蛋白 质 以 及 细胞 质 中 受 
到 损伤 的 蛋白 质 。 故 这 种 降解 系统 对 于 基因 表达 和 细胞 周期 的 调控 ,以 及 细胞 面 对 各 种 胁迫 因素 的 
反应 等 方面 都 具有 非常 重要 的 意义 。 

(一 ) 泛 素 的 结构 与 功能 

泛 素 广泛 存在 于 古 菌 和 所 有 的 真 核 生 物 ,但 不 存在 于 细菌 。 它 由 76 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,是 一 种 
高 度 保守 的 蛋白 质 ,酵母 与 人 的 泛 素 在 一 级 结构 上 只 差 3 个 氨基 酸 残 基 。 在 三 维 结构 上 , 泛 素 是 一 个 
结构 紧密 的 球 和 蛋白 ,但 其 C 端 四 肽 序列 (LRGG) 却 离开 蛋白 主体 伸 向 水 相 , 这 有 助 于 它 与 其 他 蛋白 质 
形成 异 肽 键 (图 39-23)。 

泛 素 的 作用 需要 消耗 ATP, 以 特异 性 识别 需要 降解 的 靶 蛋 白 。 泛 素 本 身 并 不 降解 蛋白 质 , 它 仅仅 
是 给 降解 的 靶 蛋 白 加 上 标签 ,降解 过 程 由 26S 蛋白 酶 体 执行 。 

(二 ) 泛 酰 化 反应 及 其 功能 

泛 素 的 功能 是 参与 蛋白 质 的 泛 酰 化 反应 。 泛 酰 化 由 3 步 反 应 组 成 (图 39-24), 依 次 由 泛 素 活化 酶 
(ubiquitin-activating enzyme,E1l)、 泛 素 结合 酶 (ubiquitin-conjugating enzyme,E2) 和 泛 素 连接 酶 (ubiquitin 
ligase,E3) 催化 。 首 先 ,Ub 以 依赖 于 ATP 的 方式 被 El 激活 (反应 机 理 类 似 于 脂肪 酸 和 氨基 酸 的 活 
化 ), 然 后 ,E2 和 3 一 起 识别 靶 蛋 白 并 催化 泛 素 C 端的 Gly76 的 羧基 与 靶 蛋 白 分 子 上 的 赖 氮 酸 残 基 的 
2-NH, 形 成 异 肽 键 , 导 致 丢 蛋白 的 泛 栈 化。 

细胞 有 多 种 类 型 的 E2, 不 同 的 了 2 行使 不 同 的 功能 。 例 如 ,同属 于 E2 的 Ube2 和 Ube3 分 别 参与 
DNA 修复 和 降解 周期 蛋白 。 同 样 , 也 发 现 多 种 类 型 的 E3 ,它们 具有 不 同 底 物 特异 性 ,其 中 有 一 类 被 用 
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总 结 一 下 在 细胞 里 
哪些 分 子 可 以 和 Lys 残 基 的 
< 氨基 共 价 结合 ? 
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个 39-23 泛 素 的 三 维 结构 及 其 与 靶 蛋 白 形 
成 的 异 肽 键 


39-24 蛋白质 泛 酰 化 与 蛋白 质 的 定向 水 解 


来 识别 N 端 规则 ( 见 下 ), 还 有 的 针对 特定 的 底 物 蛋 白 。 

和 蛋白质 的 泛 酰 化 有 单 泛 酰 化 (monoubiquitylation)、 多 重 单 泛 酰 化 (multiple monoubiquitination) 和 多 
聚 泛 酰 化 (polyubiquitination)3 种 形式 。 如 果 靶 蛋白 上 仅 连 接 1 个 泛 素 分 子 ,就 称 为 单 泛 酰 化 ;如 果 同 
一 个 靶 蛋 白 分 子 上 有 几 个 Lys 残 基 连 接 上 单个 泛 素 分 子 ,就 称 为 多 重 单 泛 酰 化 ;如 果 连 接 到 靶 蛋 白 上 
的 泛 素 分 子 本 身 的 Lys 残 基 (Lys48、Lys63 或 Lys29) 又 发 生 泛 栈 化, 以致 多 个 泛 素 分 子 以 异 肽 键 连 接 
在 一 起 ,就 称 为 多 聚 泛 酰 化 。 由 于 泛 素 的 Lys48 残 基 的 侧 链 从 蛋白 主体 伸 出 到 水 相 ,因此 , 它 特 别 适 合 
作为 1 个 泛 素 分 子 与 另 1 个 泛 素 Gly76 形成 异 肽 键 的 s- 氨基 的 供 体 。 

现在 已 经 很 明确 ,不 同形 式 的 泛 酰 化 具有 不 同 的 功能 ,只 有 发 生 在 泛 素 Lys48 残 基 上 的 多 聚 泛 酰 
化 , 才 参 与 在 蛋白 酶 体内 的 蛋白 质 降 解 ,实际 上 ,多 泛 素 链 的 形成 是 将 需要 降解 的 蛋白 质 打 上 “死亡 标 
签 ”, 它 似乎 是 靶 蛋 白 进 入 蛋白 酶 体 进行 降解 的 先决 条 件 。 而 通过 Lys63 或 Lys29 的 多 聚 泛 酰 化 参与 
细胞 其 他 功能 ,包括 DNA 修复 和 细胞 内 吞 。 

(三 ) 泛 酰 化 反应 的 信号 

蛋白 质 在 降解 之 前 ,细胞 应 该 具有 某 种 识别 机 制 , 以 区 分 需要 水 解 和 不 需要 水 解 的 蛋白 质 。 对 于 
通过 泛 酰 化 介 导 的 蛋白 酶 体 降 解 途径 降解 的 蛋白 质 来 说 ,首先 需要 被 打上 泛 素 标记 ,那么 是 什么 因素 
决定 一 个 蛋白 质 是 否 该 打上 “该 死 "的 泛 素 标记 呢 ? 已 有 证 据 表 明 ,在 蛋白 质 分 子 上 ,有 一 些 特殊 的 信 
号 可 供 泛 素 - 蛋白 酶 体 降 解 系统 识别 ,这 些 信 号 有 : 

1. N 端 规则 

Alexander Varshavsky 在 1986 年 已 发 现 ,决定 一 个 蛋白 质 半 训 期 的 重要 因素 是 其 N 端的 氨基 酸 的 
性 质 。 某 些 氨基 酸 在 N 端 能 延长 蛋白 质 的 半 训 期 ,而 某 些 氨基 酸 在 N 端 能 缩短 蛋白 质 的 半衰期 ( 表 
39-7)。 一 个 蛋白 质 半 衰 期 与 其 N 端 氨基 酸性 质 之 间 的 这 种 关系 被 称 为 N 端 规则 (N-end rule), 这 个 
规则 适用 于 原核 生物 和 真 核 生 物 。 








m 表 39-7 N 端 氨基 酸 与 蛋白 质 半 训 期 之 间 的 关系 








N 端 残 基 半衰期 
稳定 性 氨基 酸 残 基 Met`Gly Ala ServThr、Val >20h 
去 稳定 的 氨基 酸 残 基 Ile 、Gln 约 30 min 
Tyr.Glu 约 10 min 
Pro 约 7 min 
Leu Phe、Asp Lys、Arg 2-~3 min 


2. 某 些 特殊 的 氨基 酸 序列 被 用 做 降解 信号 

例如 ,一 种 名 为 PEST 的 序列 存在 于 一 段 大 概 由 8 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 肽 段 中 ,该 肽 段 富 含 P、 
E、S 和 T 四 种 氨基 酸 残 基 。 醇 母 的 转录 因子 CCN4p 含有 PEST 序列 ,正常 的 GCN4p 的 半衰期 约 
为 5 min, 但 如 果 去 除 PEST 序列 ,半衰期 就 提高 到 50 min。 再 如 ,一 些 蛋 白质 在 N 端 含有 "破坏 盒 ” 
(destruction box) 序 列 ,该 序列 也 能 被 一 种 特殊 的 泛 素 连接 酶 识别 。 

3. 信和 号 可 能 隐藏 在 玻 水 核心 之 中 

这 可 能 就 是 部 分 折 释 .变性 或 者 异常 的 突变 蛋白 易 被 水 解 的 原因 。 当 这 些 蛋 白质 处 于 天 然 状态 
时 ,信号 隐藏 在 下 水 核心 ,难以 被 识别 。 一 旦 信号 由 于 某 种 原因 被 暴露 出 来 ,就 容易 被 识别 而 打上 泛 
素 标 记 。 由 于 分 子 伴侣 能 够 与 下 水 区 域 结构 结合 ,因而 能 够 阻止 泛 素 的 结合 。 

某 些 蛋 白质 的 泛 酰 化 信号 可 能 暂时 处 于 隐蔽 状态 ,一 方面 信号 由 于 其 他 蛋白 质 的 结合 而 被 隐藏 ， 
另 一 方面 磷酸 化 修饰 可 影响 到 信和 号 的 可 得 性 。 

近年 来 发 现 的 去 泛 酰 化 酶 为 泛 酰 化 信号 的 利用 披 上 了 一 层 更 为 神秘 的 面纱 。 这 一 类 酶 的 功能 似 
乎 是 将 已 被 泛 素 标记 的 靶 蛋 白 进行 去 泛 酰 化 ,在 它们 与 蛋白 酶 体 结合 之 前 被 “抢救 ” 过 来 ,以 避免 它们 
的 降解 ,从 而 让 细胞 能 对 一 种 蛋白 质 的 量 进 行 更 为 精细 的 调节 。 于 是 ,一 种 蛋白 质 的 降解 除了 需要 特 
殊 的 泛 酰 化 信号 以 外 ,还 需要 "逃脱 ”去 泛 栈 化 酶 的 “抢救 ”。 

(四 ) 和 蛋白酶 体 的 结构 与 功能 

蛋白 酶 体 是 由 多 种 蛋白 质 组 成 的 中 空 的 圆柱 状 复合 体 (图 39-25)。 真 核 生物 蛋白 酶 体 以 20S 蛋 
白 酶 体 作 为 核心 颗粒 (core particle,CP), 两 端 各 有 1 个 19S 的 帽 状 调 节 颗 粒 (regulatory particle,RP)。 
其 中 CP 由 14 个 不 同 的 亚 基 组 成 (每 一 个 有 2 个 拷贝 ), 每 7 个 一 组 组 装 成 环 ,4 个 环 就 像 4 个 面包 轿 
一 样 井 又 在 一 起 ,上 下 两 个 环 由 7 种 w 亚 基 组 成 ,内 部 两 个 环 由 7 种 B 亚 基 组 成 ,蛋白 酶 活性 中 心 被 
隔离 在 内 部 ;RP 有 2 个 ,各 位 于 CP 的 一 端 , 分 为 底座 和 顶 盖 ,至 少 由 17 个 不 同 的 亚 基 组 成 ,其 中 有 6 
个 具有 ATP 酶 活性 , 某 些 亚 基 含 有 泛 素 识别 位 点 。RP 的 功能 首先 是 识别 并 催化 泛 酰 化 蛋白 质 的 去 折 
又 ,然后 再 将 它们 送 往 位 于 CP 内 的 和 蛋白酶 活性 中 心 。 古 菌 蛋 白 酶 体 的 CP 只 有 1 种 w 亚 基 和 1 种 8 
亚 基 组 成 。 

蛋白 酶 体 具 有 3 种 不 同 的 蛋白 酶 活性 ,各 活性 中 心 位 于 3 个 不 同 的 B 亚 基 上 ,其 中 Thr 残 基 在 催 
化 中 起 关键 作用 。 

泛 素 标记 的 靶 蛋 白 进入 和 蛋白酶 体 降解 的 大 致 步 又 是 (图 39-26):GDRP 以 依赖 于 ATP 的 方式 ,识别 
并 结合 与 Lys48 连接 达到 临界 长 度 (4 个 或 更 多 的 泛 素 分 子 ) 的 多 聚 泛 酰 化 蛋白 质 ;CORP 的 类 分 子 伴 
倡 活性 对 靶 蛋 白 进行 去 折 和 琶 , 这 一 步 需要 ATP 的 水 解 ;@ 去 折 码 的 靶 蛋 白 通过 入 口 进入 CP 活性 中 心 
被 切 成 若干 小 肽 ; 旨 带 有 靶 蛋 白 残 体 的 多 聚 泛 素 链 离开 和 蛋白酶 体 ,在 异 肽 酶 T(isopeptidase T) 催化 下 ， 
各 个 泛 素 分 子 得 以 释放 。 同 时 ,被 切 成 的 小 肽 也 从 酶 体 中 释放 出 来 ,在 胞 内 的 其 他 蛋白 酶 作用 下 进 一 
步 水 解 。 

细菌 既 没 有 泛 素 ,也 缺乏 与 蛋白 酶 体 相 关 的 蛋白 质 ,但 细胞 内 也 有 依赖 于 ATP 的 蛋白 酶 降解 系 
统 。 这 些 降 解 系统 可 有 选择 地 降解 细胞 内 一 些 异 常 的 蛋白 质 , 或 者 通过 改变 一 种 酶 的 浓度 而 调节 它 
的 活性 。 


《39, 


以 前 在 哪里 见 过 单 
纯 由 蛋白 质 组 成 的 圆柱 体 复 
合体 ? 其 结构 、 功 能 与 蛋白 
酶 体 有 何不 同 ? 





10 nm 


余 39-25 ”蛋白酶 体 的 电镜 
结构 


细菌 内 的 蛋白 质 降 
解 系统 
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26S 和 蛋白酶 体 


个 39-26 靶 蛋 白 进 入 蛋白 
酶 体 的 水 解 过 程 ( 单 位 :nm) 
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科学 故事 一 一 “N 端 规 则 ”的 发 现 

细胞 内 的 蛋白 质 从 合成 出 来 到 被 分 解 之 间 , 往 入 有 一 定 的 半衰期 ,而 各 种 蛋白 质 的 半衰期 不 尽 相 同 。 
有 的 蛋白 质 一 且 被 翻译 出 来 就 很 稳定 ,其 半衰期 较 长 ,甚至 比 合成 它们 的 细胞 还 长 ;有 的 蛋白 质 则 非常 不 
稳定 ,几乎 是 一 合成 出 来 就 很 快 被 分 解 掉 了 。 一 般 阅 来 ,组 织 细胞 必要 的 结构 蛋白 半衰期 都 比较 长 ,而 对 
于 负责 细胞 特殊 应 变 的 调节 蛋白 ,其 半衰期 往往 就 很 得。 但 科学 家 曾 一 直 不 请 楚 细胞 是 使 用 何 种 机 制 
来 决定 蛋白 质 半 衰 期 的 。 直 到 20 世纪 80 年 代 ,MIT 的 Alexander Varshavsky 终于 摸索 到 了 一 种 规律 。 
这 种 规律 的 核心 内 容 是 ,蛋白 质 在 细胞 内 的 分 解 速率 一 般 由 N 端 氨基 酸 的 性 质 来 决定 ,因此 被 称 作 N 
端 规则 。 

Varshavsky 起 初 只 是 对 泛 素 的 功能 有 兴趣 ,有 一 次 他 获悉 ,东京 大 学 的 Yamada 得 到 一 种 有 趣 的 温度 
敏感 型 细胞 突变 株 , 这 种 变种 细胞 在 高 于 允许 温度 的 条 件 下 不 会 分 裂 。 而 Yamada 也 发 现 , 这 种 突变 细胞 
主要 的 问题 在 于 它 无 法 将 泛 素 连接 到 别 的 蛋白 质 上 ,原因 是 负责 连接 反应 的 酶 发 生 了 变异 ,在 允许 温度 之 
上 就 失去 了 活性 。Varshavsky 就 想到 利用 这 种 突变 细胞 来 探讨 泛 素 和 蛋白质 分 解 的 问题 。 当 时 ,许多 科 
学 家 都 认为 , 泛 素 是 决定 蛋白 质 半衰期 的 一 个 重要 因素 。 根 据 这 个 理论 , 泛 素 会 和 那些 要 被 消化 的 蛋白 质 
结合 ,而 促进 它们 的 分 解 。 如 果 这 个 理论 是 对 的 ,Yamada 发 现 的 突变 细胞 在 允许 温度 之 上 就 无 法 将 泛 素 
接 到 蛋白 质 上 ,在 这 样 的 条 件 下 突变 细胞 内 的 蛋白 质 就 无 法 被 分 解 。 

Varshavsky 做 了 一 个 简单 的 实验 ,将 细胞 放 在 允许 温度 之 上 培养 , 然后 直接 观察 细胞 内 一 些 半 衰 期 
很 短 的 蛋白 质 。 结 果 发 现 ,半衰期 短 的 蛋白 质 在 允许 温度 之 上 都 变 得 十 分 稳定 。 这 是 第 一 个 直接 的 证 
据 显 示 , 如 果 泛 素 不 加 到 蛋白 质 上 ,蛋白质 就 不 会 被 分 解 。 泛 素 通常 是 接 在 蛋白 质 氨 基 酸 侧 链 的 游离 氮 
基 上 。 但 利用 基因 工程 的 方法 ,可 以 把 泛 素 接 到 一 种 蛋白 质 的 N 端 ,制造 出 单 链 的 融合 蛋白 ,然后 通 
过 直接 比较 这 种 蛋白质 在 接 上 泛 素 前 后 被 分 解 的 情形 ,就 可 以 了 解 泛 素 在 蛋白 质 分 解 过 程 中 所 扮 妆 
的 角色 。 

Varshavsky 挑选 了 一 种 细菌 蛋白 一 一 8- 半 乳 糖 音 酶 作为 研究 的 对 象 。 他 把 泛 素 的 基因 接 到 该 酶 基 
因 的 5 端 , 伏 后 将 这 个 重组 融合 基因 分 别 送 进 大 肠 杆 菌 和 酵母 菌 。 在 大 肠 杆 菌 中 ,重组 基因 如 期 翻译 出 了 
融合 蛋白 一 一 泛 素 -6- 半 乳 糖 昔 梅 ,这 表明 重组 基因 的 结构 和 表达 都 没有 问题 。 但 在 酵母 菌 中 ,这 个 重 
组 基因 的 表达 却 出 现 了 寻常 , 它 只 能 得 到 单独 的 B= 半 乳 糖苷 酶 。 究 其 原因 ,原来 是 在 酵母 菌 里 ,一 旦 泛 
素 元 = 半 乳 糖 音 酶 被 表达 ,N 端的 泛 素 就 立刻 被 切 掉 。 而 在 细菌 里 没有 这 种 机 制 存在 ,因此 泛 素 可 以 稳 
定 地 结合 在 B=- 半 乳 糖 背 酶 的 N 端 。 为 了 要 克服 这 个 困难 ,Varshavsky 就 想 ,是 否 可 以 通过 变换 B- 半 乳 
糖 音 酶 在 N 端的 氨基 酸 ,来 得 到 一 种 比较 稳定 的 评 素 -6B- 半 乳 糖 音 酶 融合 蛋白 。 

Varshavsky 利用 定点 突变 的 方法 ,把 B- 半 乳 糖苷 酶 N 端的 氨基 酸 做 了 16 种 不 同 的 替换 ,结果 发 现 
只 有 Pro 在 N 端 时 , 泛 素 才 不 会 立即 被 切除 。 但 因此 同时 ,8- 半 乳 糖苷 酶 本 身 的 稳定 性 立刻 降低 了 许多 ， 
其 在 细胞 内 的 半衰期 从 二 十 几 个 小 时 一 下 降低 到 只 有 7 min。 

Varshavsky 根据 上 述 结果 得 出 了 几 个 重要 的 结论 :中 在 真 核 细 胞 中 ,切除 泛 素 的 酶 不 太 介意 B- 半 
乳糖 苷 酶 的 N 端 氨基 酸 是 什么 (Proe 除外 );@ 当 泛 素 接 在 蛋白 质 的 N 端 时 ,也 会 加 速 蛋 白质 在 细胞 内 
的 分 解 ;@@ 因 为 所 有 蛋白 质 合 成 都 利用 AUG 作为 起 始 密码 子 , 所 以 N 端 最 初 的 氨基 酸 都 是 Met, 但 大 
多 数 蛋白 质 在 后 加 工 的 时 候 会 将 其 切除 ,而 导致 成 熟 的 蛋白 质 在 N 端的 氨基 酸 不 一 定 还 是 Met。 这 让 
分 子 生物 学 家 很 难 合成 一 种 N 端 氨基 酸 可 任意 选 定 的 蛋白 质 。 但 利用 真 核 细 胞 会 准确 切除 融合 蛋白 
N 端 泛 素 的 特性 ,就 可 以 先 改变 蛋 自 质 基 因 上 决定 N 端 氨基 酸 的 碱 基 序列 ,再 将 编码 泛 素 的 碱 基 序列 
接 上 。 这 个 融合 基因 在 真 核 细 胞 表达 后 , 谤 素 会 立刻 被 切除 ,而 直接 得 到 含有 特定 N 端 氨基 酸 的 蛋白 
质 了 。 

到 此 为 止 ,Varshavsky 并 没有 达到 最 初 的 实验 目的 ,但 他 在 酵母 中 得 到 了 15 种 带 不 同 N 端 氨基 酸 的 





有 =- 半 乳 糖 背 酶 。 接 着 他 就 顺便 测定 一 下 这 些 B- 半 乳 糖 背 酶 在 细胞 内 的 稳定 性 。 他 首先 将 带 有 各 种 
不 同 B- 半 乳 糖 将 酶 基因 的 质粒 导 人 到 酵母 中 , 然后 将 这 些 酵 母 兰 放 进 含有 [“S ]-Met 的 培养 基 中 生 
长 1~5 min, 在 其 间 合 成 的 B- 半 乳 糖 音 酶 因 含 有 放射 性 [“S ]-Met 而 具 放 射 性 , 然后 将 酵母 菌 转移 到 没 
有 放射 性 Met 的 培养 基 中 , 隔 一 段 时 间 再 检查 酵母 菌 内 B- 半 乳 糖 音 酶 的 放射 性 。 如 果 B- 半 乳 糖苷 酶 
非常 稳定 , 那 标记 过 的 B- 半 乳 糖 音 酶 就 一 直 能 被 检测 到 ;相反 ,如 果 B- 半 乳 糖苷 酶 不 稳定 , 那 B- 半 乳 
糖 彰 酶 上 的 标记 就 会 很 快 消 失 。 

然而 ,结果 大 大 出 乎 他 的 意料 ,这 些 仅 在 1 个 N 端 氨基 酸 有 别 的 B- 半 乳 糖 萌 酶 ,在 酵母 中 半衰期 的 
差异 从 20 多 个 小 时 到 2 min。 由 此 看 来 ,N 端 氨基 酸 的 性 质 似乎 直接 影响 到 蛋白 质 在 细胞 内 的 稳定 性 。 
为 了 要 进一步 确定 这 个 N 端 规则 的 准确 性 ,Varshavsky 在 计算 机 数据 库 中 , 找 了 208 种 位 于 细胞 质 中 的 稳 
定 蛋白 ,发 现 这 些 蛋白 的 N 端 氨基 酸 无 一 例外 地 全 属于 稳定 的 一 组 。 

有 趣 的 是 ,他 检查 了 94 种 分 记性 的 毒 蛋白 ,发 现 超过 80% 的 毒 蛋 白 , 其 N 端 氨基 酸 属于 非常 不 稳定 
的 一 组 ,而 其 他 一 些 分 记性 蛋白 也 有 这 种 倾向 。 因 此 ,K 端 规则 主要 适用 于 最 终 定位 于 细胞 质 中 的 蛋白 质 。 
那 为 什么 分 记性 蛋白 分 论 出 细胞 外 多 半 相 当 稳 定 ,但 却 有 不 稳定 的 N 端 氨基 酸 昵 ? 对 此 的 解释 是 ,如 果 
它们 在 制造 过 程 中 ,不 小 心 调 进 细胞 质 内 ,就 会 很 快 地 被 分 解 掉 。 这 个 解释 十 分 合理 地 说 明细 胞 在 制造 分 
雍 性 毒 蛋 白 的 时 候 , 为 什么 不 会 伤害 到 自己 ,原因 是 毒 蛋白 的 合成 主要 局 限 在 内 质 网 里 ,在 那里 N 端 规则 
不 适用 , 若 有 外 泄 则 立刻 被 分 解 。 

由 此 可 见 ,Varshavsky 发 现 N 端 规则 的 过 程 可 谓 是 “有 心 栽 花 作 不 开 ,无 意 播 柳 柳 成 戎 ”, 这 为 科学 进 
展 的 偶发 性 ,提供 了 又 一 个 很 好 的 例子 。 
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人 ”第 四 十 章 蛋白质 的 翻译 后 加 工 及 其 定向 和 分 拒 


不 论 是 原核 生物 还 是 真 核 生 物 , 绝 大 多 数 蛋白 质 在 合成 结束 以 后 ,还 必须 经 历 后 加 工 才能 成 为 有 
活性 ` 有 功能 的 形式 ,有 的 后 加 工 反 应 甚至 在 肽 链 还 在 合成 的 时 候 就 已 经 展开 。 此 外 ,一 种 蛋白 质 在 
细胞 中 的 分 布 不 是 随机 的 ,而 是 被 限制 在 特定 的 亚 细 胞 空间 ,只 有 通过 正确 的 定向 (targeting) 和 分 拣 
(sorting), 才 能 到 达 正 确 的 地 点 去 行使 正确 的 功能 。 

本 章 将 主要 介绍 细胞 内 各 种 形式 的 翻译 后 加 工 反应 ,以 及 蛋白质 的 共 翻 译 或 翻译 后 的 定向 与 分 
拣 机 制 。 


第 一 入 ”翻译 后 加 工 


翻译 后 加 工 概括 起 来 主要 有 :多 肽 链 的 剪 切 和 剪接 、N 端 添 加 氨基 酸 、 个 别 氨基 酸 的 修饰 .添加 辅 
助 因子 和 袁 聚 化 。 有 时 ,蛋白质 的 折 县 (参见 第 二 章 “ 和 蛋白 质 的 结构 ”) 也 可 以 视 为 一 种 特殊 形式 的 后 
加 工 。 

1. 多 肽 链 的 剪 切 

多 肽 链 的 剪 切 是 在 特殊 的 蛋白 酶 催化 下 进行 的 。 许 多 蛋白 质 必 须 经 历 剪 切 反应 ,丢掉 一 些 氨基 
酸 序列 以 后 才能 成 为 有 功能 的 蛋白 质 。 如 信和 号 序列 的 切除 和 酶 原 的 水 解 激活 。 某 些 蛋 白质 在 翻译 后 
以 多 聚 蛋白 质 的 形式 存在 ,或 者 与 其 他 蛋白 质 融 合 在 一 起 ,也 需要 通过 剪 切 才能 得 以 释放 。 

2. N 端 添 加 氨基 酸 

这 是 在 氨 酰 -tRNA: 和 蛋白 质 转移 酶 的 催化 下 进行 的 ,添加 氨基 酸 的 场所 并 非 核糖 体 。 例 如 ,在 某 
些 真 核 细胞 中 ,有 一 种 精 氨 酰 -tRNA: 和 蛋白 质 转移 酶 ,能 催化 精 氨 酰 -tRNA 分 子 中 的 Arg 转移 到 葛 
蛋白 分 子 的 N 端 。N 端 添加 氨基 酸 可 改变 一 种 蛋白 质 N 端的 性 质 ,从 而 影响 到 它 的 稳定 性 (参见 第 
三 十 九 章 “蛋白质 的 生物 合成 及 其 在 细胞 内 的 降解 ”)。 

3. 蛋白 质 的 剪接 

蛋白 质 剪接 是 指 将 一 条 多 肽 链 内 部 的 一 段 称 为 内 含 肽 (intein) 的 序列 切除 ,同时 将 两 侧 称 为 外 显 肽 

ai 的 序列 连接 起 来 的 翻译 后 加 工 

方式 (图 40-1)。 根 据 2011 年 4 月 份 
的 数据 ,已 在 36 种 不 同类 型 的 蛋白 质 
中 发 现 523 个 内 含 肽 。 这 些 内 含 肽 
长 度 在 100~800 个 氨基 酸 残 基 之 间 ， 
遍布 古 菌 、 细 菌 和 低 等 真 核 生 物 中 ， 
均 位 于 单 细 胞 生物 。 含 有 内 含 肽 的 
蛋白 质 覆 盖 了 代谢 酶 、DNA 聚合 酶 、 
RNA 聚合 酶 、 蛋 白 酶 、 核 苷 酸 还 原 酶 
四 4 人 和 V 型 了 -ATP 酶 等 (参见 htp:/www. 
neb.com/nebyinteins.html)。 

有 一 些 蛋 白质 的 内 含 肽 是 断裂 (split intein) 的 , 即 两 条 肽 链 各 含有 一 部 分 内 含 肽 序列 ,需要 通过 
反 式 剪接 ,才能 将 断裂 的 内 含 肽 两 侧 的 外 显 肽 连接 起 来 ,形成 有 功能 的 蛋白 质 。 例 如 ,来 源 于 集 胞 藻 
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(CSynechocystis sp.) 的 DNA 聚合 酶 亚 基 , 它 的 基因 在 基因 组 之 中 断裂 成 两 个 部 分 。 这 两 个 部 分 各 自 
独立 地 转录 和 翻译 ,但 翻译 后 的 两 条 多 肽 前 体 分 别 在 C 端 和 N 端 含有 断裂 的 内 含 肽 。 只 有 通过 反 式 
痢 位 5 站 人 法 如 (SITEE 殉 如 何 设计 一 个 实 
剪接 ,才能 将 位 于 两 条 肽 链 上 的 外 显 肽 连接 起 来 ,形成 一 个 连续 的 有 功能 的 w 亚 基 。 二 , 证 蝴 感 下 蓝 药 前 时 属 志 
就 剪接 的 机 制 来 看 ,蛋白 质 剪接 经 历 一 种 分 支 蛋白 中 间 体 ,是 一 种 自 催化 反应 ,而 释放 出 来 的 内 自 催化 反应 ? 


含 肽 通常 具有 核酸 内 切 酶 的 活性 。 


框 40-1 生化 探寻 一 一 内 含 肽 的 “内 涵 ” 

蛋白 质 在 剪接 过 程 中 ,释放 出 来 的 内 含 肽 通常 具有 位 点 特异 性 DNA 酶 的 活性 。 这 种 酶 属于 归 梨 内 
切 核 酸 酶 ,具有 长 的 识别 序列 (14~40 bp), 通 过 锁定 和 切 开 无 工 组 内 含 子 和 内 含 肽 的 基因 ,而 引发 宿主 细胞 
内 的 DNA 修复 系统 以 含有 内 含 子 和 内 含 肽 的 基因 为 模板 ,从 而 将 编码 内 含 子 和 内 含 肽 的 序列 拷贝 到 新 
的 靶 点 ,而 促进 工 组 内 含 子 和 内 含 肽 的 移动 和 传播 。 

这 种 酶 活性 的 功能 是 保护 内 含 肽 的 存在 。 如 果 一 个 宿主 基因 中 间 编 码 内 含 肽 的 序列 发 生 缺 失 突变 ， 
宿主 细胞 不 会 受到 伤害 ,但 是 内 含 肽 就 丧失 了 。 然 而 ,倘若 内 含 肽 的 DNA 酶 活性 在 一 个 宿主 基因 的 中 间 
切 开 DNA, 这 可 能 会 杀 死 任何 缺失 了 无 用 的 内 含 肽 的 细胞 。 只 有 保留 内 含 肽 的 细胞 才能 生存 下 来 。 这 种 
切割 通常 发 生 在 播 人 内 含 肽 的 地 方 。 含 有 内 含 肽 的 基因 不 会 被 切 ,原因 是 识别 位 点 由 于 内 含 肽 的 插入 而 
被 破坏 了 。 内 含 肽 对 细胞 的 生存 不 是 必需 的 ,编码 内 含 肽 的 DNA 序列 因此 被 称 为 一 种 自私 的 DNA( 只 
有 利于 自己 的 生存 ,而 对 宿主 没有 什么 好 处 )。 


4. 个 别 氨基 酸 的 修饰 
氨基 酸 的 修饰 包括 对 N 端 或 C 端的 修饰 以 及 对 氨基 酸 侧 链 的 修饰 。 主 要 的 修饰 方式 包括 磷酸 化 、 
亚 硝 基 化 、 糖 基 化 、 瓜 氨 酸 化 、 脂 酰 化 . 异 友 二 烯 化 、 状 基 化 、 泛 酰 化 、ADP- 核糖 基 化 . 甲 基 化 酰胺 
化 、 乙 酰 化 . 甲 酰 化 .y- 羧基 化 、 碘 基 化 、 焦 谷 氨 栈 化、 硫酸 化 .GPI 附着 .AMP 化 或 UMP 化 小 泛 素 相 蛋白 质 分 子 中 各 种 
关 修 饰物 修饰 。 氨 基 酸 残 基 的 修饰 不 仅 能 改变 蛋白 质 的 某 些 理化 性 质 , 还 能 调节 许多 酶 或 蛋白 质 的 ”形式 的 氨基 酸 残 基 修 饰 
活性 。 
5. 添加 辅助 因子 
许多 蛋白 质 或 酶 在 合成 以 后 ,必须 与 相应 的 辅助 因子 结合 才 有 活性 ,比如 绝 大 多 数 羧 化 酶 需要 生 
物 素 作为 辅助 因子 ,细胞 色素 和 血红 素 蛋 白 则 需要 血红 素 辅 基 。 
6. 寡 聚 蛋白 质 的 寡 聚 化 
这 是 具有 四 级 结构 的 蛋白 质 才 有 的 后 加 工 方式 。 蛋 白质 的 寡 聚 化 是 一 种 自 组 装 过 程 ,通常 也 涉 
及 分 子 伴 个 。 分 子 伴侣 在 其 中 所 起 的 作用 是 保护 亚 基 的 疏水 表面 ,直到 各 亚 基 有 机 会 接触 并 形成 朝 
聚 体 。 


第 二 节 和 蛋白质 翻译 后 的 定向 转运 与 分 拒 


每 一 个 活 细胞 每 时 每 刻 都 在 合成 多 种 蛋白 质 ,合成 的 场所 主要 是 细胞 质 ,但 不 同 的 蛋白 质 在 合成 
以 后 ,经 过 定向 与 分 拒 , 最 后 都 到 达 目 的 地 。 比 如 ,组 蛋白 进入 细胞 核 ,而 胰岛 素 被 分 泌 到 胞 外 。 那 么 
细胞 中 的 蛋白 质 究竟 是 怎样 各 得 其 所 的 呢 ? 

如 果 你 对 信件 的 分 拣 和 投递 过 程 有 所 了 解 ,也 就 不 难 理解 蛋白 质 的 定向 和 分 拣 的 基本 原理 。 信 
封 上 的 邮政 编码 很 重要 ,由 它 决定 一 封 信 的 最 终 去 向 ,但 邮局 里 那 台 能 够 自动 识别 邮政 编码 的 机 器 同 
' 样 重要 ,没有 它 的 识别 ,邮政 编码 也 就 没有 任何 意义 。 和 蛋白 质 分 子 上 有 没有 类 似 “ 邮 政 编码 ”的 信号 
呢 ? 要 是 有 ,那么 用 来 识别 这 种 “分 子 邮政 编码 ”的 机 器 又 如 何 发 挥 作用 呢 ? 

3 好 
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一 、 信 和 号 假说 

对 于 新 生 的 蛋白 质 有 没有 指导 其 定位 和 分 拣 的 “分 子 邮政 编码 ”,Blobel 和 Dobberstein 选择 了 免 
疫 球 蛋 白 为 对 象 , 进 行 了 系统 的 研究 ,并 于 1975 年 提出 了 信和 号 假说 (signal hypothesis)。 信 和 号 假说 的 主 
要 内 容 是 :各 种 蛋白 质 在 细胞 中 的 最 终 定位 是 由 和 蛋白质 本 身 所 具有 的 特定 氨基 酸 序列 决定 的 。 这 些 
特殊 的 氨基 酸 序列 起 着 一 种 信号 向 导 的 作用 ,因此 被 称 为 信号 序列 。 信 和 号 序列 能 够 被 细胞 中 的 特殊 
成 分 识别 ,由 此 启动 定向 和 分 拣 的 过 程 。 一 个 蛋 和 白质 分 子 如 果 缺 乏 任何 一 种 信号 序列 ,就 会 留 在 细胞 
质 基质 ,如 参与 糖 酵 解 和 磷酸 戊 糖 途径 的 所 有 酶 。 整 个 定向 和 分 拣 的 过 程 可 分 为 识别 、 移 位 和 成 熟 。 

到 现在 为 止 ,已 发 现 多 种 形式 的 信号 序列 ,这 些 信和 号 序列 不 仅 参与 蛋白 质 的 定向 和 分 拣 , 还 可 能 
具有 其 他 的 功能 ( 表 40-1)。 此 外 ,有 些 蛋 白质 天 生 没有 任何 信号 序列 ,而 有 些 蛋 白质 则 有 多 重信 和 号 序 
列 ( 表 40-2)。 


喧 表 40-1 常见 的 信号 肽 序列 





SRP 信和 号 位 于 进入 内 质 网 ,高 尔 基体 ` 溶 酶 体 、 细 胞 膜 和 胞 外 的 蛋白 质 的 N 端 ,一 般 由 20 个 氨基 


酸 残 基 组 成 ,多 数 为 疏水 氨基 酸 ,能 被 SRP 识别 

内 质 网 滞留 信号 位 于 C 端 ,一 致 序列 为 -KDEL 

高 尔 基体 滞留 信号 一 段 由 20 个 朴 水 氨基 酸 组 成 的 肽 段 ,两 侧 是 带 正 电荷 的 碱 性 氨基 酸 

溶 酶 体 分 拣 信 号 (信号 斑 ) 由 一 级 结构 上 并 不 相 邻 的 若干 氨基 酸 残 基 构成 的 三 维 信号 ,其 中 带 正 电 荷 的 氨基 酸 残 
基 十 分 重要 

线粒体 分 拣 信号 位 于 N 端 ,由 15~70 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,内 有 一 组 带 正 电荷 的 碱 性 氨基 酸 残 基 , 几 乎 无 

( 导 肽 ) 酸性 氨基 酸 ,其 中 穿插 一 些 亲 水 氨基 酸 残 基 ,在 水 溶液 中 很 少 形成 二 级 结构 ,但 是 一 旦 
插入 线粒体 膜 则 会 自动 形成 两 亲 螺 旋 

叶绿体 分 拣 信 号 位 于 大 多 数 叶绿体 蛋白 的 N 端 ,由 50 个 左右 的 氨基 酸 残 基 组 成 ,一 般 富 含 Ser、Thr 和 

(输送 肽 ) 一 些小 的 亲 水 氨基 酸 残 基 ,很 少 有 酸性 氨基 酸 

核定 位 信号 (NLS) 位 于 肽 链 内 部 ,由 4~8 个 富 含 碱 性 的 氨基 酸 组 成 ,还 常 有 1 个 或 几 个 Pro 

核 输出 信和 号 位 于 可 以 进入 又 可 以 离开 细胞 核 的 蛋白 质 ,一 致 序列 为 LXXXLXXLXL,L 为 疏水 氨基 

(NES) 酸 ,通常 是 Leu,X 代表 任何 氨基 酸 


过 氧化 物 酶 体 分 拣 信 号 (PTS) “有 两 种 ,一 种 位 于 肽 链 的 C 端 (PTS1), 其 一 致 序列 为 -S/A-K/R-LM, 其 中 以 -SKL 最 常 
见 , 另 一 种 位 于 N 端 (PTS2), 是 一 段 九 肽 序列 


上 国 表 40-2 不 同 的 蛋白 质 所 具有 的 信号 序列 的 数目 和 种 类 









信号 数目 和 种 类 

















无 


细胞 质 基 质 质 膜 SRP 信号 和 停止 转移 信和 号 

内 质 网 SRP 信号 和 内 质 网 滞留 信号 线粒体 基质 线粒体 分 拒 信 号 ( 导 肽 ) 

高 尔 基体 SRP 信号 和 高 尔 基体 滞留 信号 叶绿体 基质 叶绿体 分 拣 信号 (输送 肽 ) 
溶 酶 体 SRP 信号 和 溶 酶 体 分 拣 信号 (信和 号 斑 ) 细胞 核 核定 位 信号 (NLS) 

分 沁 小 泡 SRP 信号 过 氧化 物 酶 体 过 氧化 物 酶 体 分 拣 信 号 (PTS) 





进一步 研究 表明 ,和 蛋白质 在 细胞 内 的 定向 和 分 拣 有 两 条 途径 :一 条 途径 与 翻译 同时 发 生 , 即 共 翻 
译 途 径 ; 另 一 条 途径 在 翻译 完成 以 后 才 进 行 , 即 翻译 后 途径 。 


二 、 和 蛋白 质 的 共 翻 译 定向 

定位 于 内 质 网 .高 尔 基体 ` 溶 酶 体 、 分 记 小 泡 、 细 胞 膜 和 胞 外 的 蛋白 质 都 属于 共 翻 译 定向 。 最 早 发 
现 的 信号 序列 就 是 由 Blobel 发 现 的 SRP 信号 序列 ,其 特征 见 表 40-2。 它 存在 于 内 质 网 蛋白 、 高 尔 基 
体 蛋 白 溶 酶 体 蛋白 、 细 胞 膜 蛋白 和 分 沁 和 蛋白 的 N 端 。 由 于 信号 肽 位 于 N 端 ,因此 总 是 最 先 被 翻译 , 当 
翻译 达到 约 80 个 氨基 酸 残 基 的 时 候 , 信 号 肽 序列 便 突出 于 核糖 体 的 表面 ,被 SRP 识别 ,由 此 启动 定向 

SRP 是 一 种 特殊 的 核糖 核酸 蛋白 颗粒 ,在 细菌 和 叶绿体 内 也 有 发 现 。 哺 乳 动 物 的 SRP 由 一 种 





7SL RNA 以 及 六 种 多 肽 (p9、p14、p19、p54、p68 
和 了 p72) 组 成 (图 40-2)。7SL RNA 可 被 切割 成 两 
个 部 分 :小 片段 结合 p9/p14, 能 阻 滞 翻 译 ; 大 片段 
结合 p68/p72 和 p54/p19, 引 发 移 位 ,其 中 p54 分 
别 通 过 p54M 和 p54G 位 点 识别 信号 序列 和 结合 
GTP。 叶 绿 体 和 大 肠 杆菌 的 SRP, 则 是 由 一 分 子 
的 4.5S RNA 和 一 种 大 小 为 4.8x10' 的 多 肽 组 成 。 

SRP 作为 一 种 接头 分 子 , 含 有 一 个 大 的 朴 水 
口袋 。 此 口袋 为 信号 序列 结合 部 位 ,内 部 以 Met 
居多 。Met 含有 灵活 的 侧 链 基 团 ,这 对 于 SRP 
与 信号 序列 建立 朴 水 作用 再 合适 不 过 了 。 如 图 
40-3 所 示 ,一 旦 新 生 的 肽 链 从 大 亚 基 上 的 肽 链 离 
开通 道内 探 出 头 来 ,SRP 即 与 暴露 出 来 的 信号 序 
列 结合 。SRP 的 结合 使 翻译 暂停 ,从 而 让 核糖 体 
在 翻译 恢复 之 前 有 足够 的 时 间 与 内 质 网 膜 结 合 。 
然而 ,核糖 体 并 不 能 直接 与 内 质 网 膜 结 合 。 在 它 与 内 质 网 结合 之 前 ,需要 SRP 与 内 质 网 膜 上 的 SRP 受 
体 结合 。 一 旦 SRP 结合 到 它 自 己 的 受 体 上 ,核糖 体 就 能 与 内 质 网 膜 上 相应 的 受 体 以 最 佳 的 角度 结合 。 
由 于 SRP 受 体 和 SRP 都 是 G 蛋白 ,在 它们 相互 结合 的 时 候 , 各 自 的 CTP 酶 活性 被 激活 。 于 是 ,与 它们 
结合 的 GTP 发 生 水 解 。GTP 的 水 解 导 致 SRP 与 信号 肽 解 离 。 一 旦 SRP 解 离 , 肽 链 即 恢复 合成 。 随 后 ， 
信和 号 肽 通过 膜 上 的 移 位 子 开 始 向 内 质 网 腔 转 移 , 新 生 肽 链 则 尾随 信号 肽 继续 延伸 。 








40-3 ”信号 肽 学 说 图 解 (Lodish 等 ,2007) 

调节 蛋白质 通 过 内 质 网 膜 转 运 的 移 位 子 称 为 Sec61 复合 体 。 它 含有 水 溶性 的 孔道 ,允许 正在 延 
伸 的 多 肽 链 发 生 跨 膜 转移 。 在 核糖 体 与 Sel61 复合 体 结合 的 时 候 , 核 糖 体 大 亚 基 上 的 肽 链 离开 通道 与 
Sel61 复合 体 中 央 孔 无 颖 对 接 , 核 糖 体内 的 空间 与 内 质 网 腔 连 为 一 体 , 这 样 的 结构 使 得 从 核糖 体 上 伸 出 
来 的 多 肽 链 能 通过 Sec61 的 中 央 孔 进行 移 位 ,同时 还 能 有 效 防 止 内 质 网 腔 内 Ca” 和 其 他 物质 的 泄漏 。 

正 是 信号 序列 触发 了 中 央 和 孔 的 开启 ,并 引导 蛋白质 通 过 内 质 网 膜 。 和 蛋白 质 像 线 一 样 以 环 的 形式 
连续 地 通过 膜 。 信 号 肽 在 穿 过 膜 后 ,被 “守候 "在 内 质 网 膜 内 侧 的 信号 肽 酶 (signal peptidase) 切 下 ,新 
生 肽 链 则 继续 延伸 直至 终止 。 

如 果 不 是 膜 蛋 白 , 那 一 旦 C 端 通过 移 位 子 , 蛋 白质 就 会 被 释放 到 内 质 网 腔 。 释 放 到 内 质 网 腔 的 每 
一 种 蛋白 质 都 需要 进行 折 硬 和 /或 组 装 成 朝 聚 体 , 而 折 友 和 组 装 需要 腔 内 的 分 子 伴侣 的 帮助 。 内 质 网 





全 


如 果 没 有 SRP, 真 核 
细胞 还 有 没有 糙 面 内 质 网 ? 
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腔 内 最 丰富 的 分 子 伴侣 是 BiP。BiP 主要 参与 糖 蛋白 以 外 的 蛋白 质 的 折 琶 。 其 作用 方式 与 其 他 分 子 伴 
倡 一 样 , 即 与 新 生 肽 链 上 的 朴 水 区 结合 ,阻止 多 肽 链 在 没有 折 笃 之 前 与 其 他 肽 链 聚 合 , 同 时 通过 水 解 
ATP 驱动 多 肽 链 的 折 笃 。 多 肽 链 如 果 折 又 正 确 , 玻 水 区 得 以 包 埋 , 就 不 会 再 与 B 记 结合。 否则 ,Bi 会 
再 次 与 其 结合 ,重新 启动 折 和 至 。 含 有 二 硫 键 的 蛋白 质 在 扳 的 时 候 ,伴随 着 二 硫 键 的 形成 。 正 确 的 二 
硫 键 的 形成 需要 内 质 网 上 的 蛋白 质 二 硫化 物 异 构 酶 (PDT) 的 帮助 。 那 些 折 释 频繁 出 错 的 蛋白 质 会 激 
活 内 质 网 内 的 多 种 形式 的 质量 控制 系统 。 其 中 一 种 控制 系统 称 为 无 折 县 蛋白 质 应 答 (unfolded protein 
response,UPR)。 该 系统 能 对 错误 折 友 的 蛋白 质 进 行 检测 ,然后 再 激活 过 载 反 应 。 另 外 一 种 就 是 与 内 
质 网 关联 的 蛋白 质 降 解 途径 (ER-associated degradation pathway,ERAD)。 该 系统 识别 错误 折 丢 或 者 没 
有 组 装 好 的 蛋白 质 ,并 将 它们 逆向 转移 到 细胞 质 基质 ,在 细胞 质 基质 再 被 送 到 蛋白 酶 体 降解 。 

如 果 是 膜 蛋 白 , 那 肽 链 中 就 还 可 能 含有 另外 一 种 信号 序列 , 即 停止 转移 序列 (stop-transfer 
sequence) (图 40-4), 该 序列 约 由 20 个 朴 水 氨基 酸 组 成 ,其 作用 是 阻止 肽 链 的 进一步 移 位 ,以 让 肽 链 在 
N 端 信号 序列 被 切除 以 后 仍然 能 错 定 在 膜 上 。 

对 于 绝 大 多 数 通过 共 翻 译 途 径 转移 的 蛋白 质 来 说 ,内 质 网 仅仅 是 其 定向 转运 的 第 一 站 ,其 他 的 
站 点 还 包括 高 尔 基体 ` 溶 酶 体 ` 细 胞 膜 和 细胞 外 等 。 一 般 而 言 , 相 邻 站 点 之 间 通 过 小 泡 转运 进行 联系 
(图 40-5)。 那 些 以 内 质 网 为 “永久 性 居留 地 ”的 可 溶性 蛋白 质 (如 BiP) 在 C 端 还 具有 内 质 网 滞留 信号 
(ER retention signal) 一 一 KDEL 序列 。 





内 质 网 腔 
朴 水 停止 ” 朴 水 启动 
转移 序列 转移 序列 
结合 位 点 ”结合 位 点 





成 熟 的 单 跨 膜 蛋白 


侠 40-4 ”停止 转移 序列 介 导 的 单 跨 膜 蛋白 的 定向 转移 (Alberts 等 ,2007) 全 40-5 蛋白 质 从 内 质 网 一 高 尔 基体 一 溶 酶 体 或 细胞 腊 
【外 ) 的 小 泡 转运 

实际 上 ,蛋白 质 每 进入 一 个 站 点 ,都 需要 做 出 抉择 :是 进入 下 一 站 还 是 以 此 为 终点 站 ? 在 C 端 人 

有 KDEL 序列 的 可 溶性 蛋白 就 以 内 质 网 为 终点 站 ,在 C 端 含有 KKXX (X 为 任意 氨基 酸 ) 序 列 的 跨 膜 

蛋白 也 是 如 此 ,而 不 含 KDEL 或 KKXX 序列 的 蛋白 质 即 进入 下 一 站 一 一 高 尔 基体 。 但 含有 KDEL 或 

你 认为 哺 纺 动物 细 。 KKXX 序列 的 蛋白 质 并 不 一 定 就 不 会 被 误 送 到 高 尔 基体 。 然 而 , 误 入 高 尔 基体 的 内 质 网 蛋白 由 于 含有 

多 少 RS。 KDEL 序列 或 KKXX 序列 ,会 在 高 尔 基体 与 特定 的 受 体 蛋白 结合 ,然后 被 选择 性 打包 到 特定 转运 小 泡 ， 
又 返回 到 内 质 

进入 高 尔 基体 的 蛋白 质 又 要 面临 新 的 选择 。 以 溢 酶 体 为 目的 地 的 蛋白 质 带 有 某 种 特殊 的 被 称 为 

信号 班 (signal patch) 的 三 维 信号 ,这 种 信号 使 得 它们 能 够 发 生 一 种 特殊 的 化 学 修饰 一 在 其 共 价 相 

连 的 N 寒 粮 甸 上 再 引入 一 个 或 多 个 6- 磷酸 甘露 精 (M6P)。 在 它们 发 生 M6P 修饰 以 后 ,位 于 高 尔 基体 

反面 (rrans side) 膜 上 的 MGP 受 体 蛋 白 能 识别 并 结合 它们 。 随 后 ,这 个 区 域 的 高 尔 基体 膜 在 网 格 蛋 白 

的 帮助 下 ,以 出 攻 的 形式 被 打包 成 分 拣 小 泡 ,小 泡 的 形成 需要 消耗 ATP。 随 后 ,小 泡 与 次 级 内 体 (late 

endosome) 融 合 , 并 最 终 成 熟 为 深 栈 体 。 而 分 泌 蛋 白 和 细胞 膜 蛋白 由 于 无 M6P, 因 此 会 在 高 尔 基体 另 
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外 的 区 域 , 同 样 以 出 丁 的 方式 形成 分 泌 小 泡 。 分 刻 小 泡 可 与 细胞 膜 融合 ,释放 可 溶性 的 分 泌 和 蛋白 ,而 
整合 在 小 泡 膜 上 的 蛋白 则 变 成 了 细胞 膜 蛋白 。 


三 、 蛋 白质 的 翻译 后 定向 

定位 于 线粒体 、 质 体 、 细 胞 核 和 过 氧化 物 酶 体 的 蛋白 质 ( 线 粒 体 和 叶绿体 本 身 合 成 的 蛋白 质 除 外 )， 
基本 上 都 属于 翻译 后 定向 。 有 些 蛋 白质 具有 双重 定位 信号 ,其 中 有 一 种 定位 信号 比较 隐蔽 ,这 些 蛋 白 
质 可 定位 到 不 同 的 细胞 器 。 

(一 ) 蛋白 质 定 位 于 线粒体 

线粒体 蛋白 质 组 大 概 含 有 1 500 种 不 同 的 蛋白 质 ,但 只 有 10 多 种 由 线粒体 基因 组 编码 , 绝 大 多 数 
蛋白 质 由 核 基因 编码 。 这 些 由 核 基 因 编 码 的 蛋白 质 在 细胞 质 游 离 的 核糖 体 上 翻译 ,经 过 翻译 后 定向 
和 分 拣 进 入 线粒体 。 构 成 它们 的 肽 链 含 有 线粒体 分 拒 信 号 ,其 中 最 重要 的 信和 号 位 于 N 端 ,这 种 信号 序 
列 有 时 被 称 为 导 肽 (leader peptide)。 导 肽 的 序列 特征 见 表 40-2。 这 种 信号 序列 不 会 被 SRP 识别 ,在 
水 溶液 中 很 少 形成 二 级 结构 ,但 是 一 旦 插入 线粒体 膜 就 会 自动 形成 两 亲 螺旋 。 

为 了 便于 后 面 的 跨 膜 转 运 , 细 胞 质 中 的 分 子 伴侣 与 蛋白 质 前 体 结合 ,以 防止 其 提前 折 笃 或 相互 间 
“非法 ”聚焦 ,维持 蛋白 质 处 于 一 种 容易 跨 膜 的 伸展 状态 。 在 线粒体 基质 一 侧 , 也 有 分 子 伴侣 与 正在 人 
内 的 肽 链 结合 (图 40-6)。 

然而 ,线粒体 的 亚 空间 包括 基质 、 膜 间隙 内 膜 和 外 膜 。 进 入 线粒体 的 蛋白 质 又 如 何 被 分 拣 到 最 
后 的 亚 空间 呢 ? 一 般 认 为 ,不 同 的 蛋白 质 还 可 能 带 有 次 级 信号 序列 , 正 是 这 些 次 级 信号 序列 决定 了 一 
种 线粒体 蛋白 在 线粒体 最 终 的 位 置 。 

1. 线粒体 基质 蛋白 的 定向 转运 

如 图 40-7 所 示 ,在 细胞 质 基 质 , 分 子 伴侣 HSP70 与 正在 游离 的 核糖 体 上 合成 的 肽 链 结合 ,通过 水 
解 ATP 以 阻止 其 提前 折 和 到 。 以 线粒体 为 目的 地 的 蛋白 质 多 数 在 N 端 含有 导 肽 序列 ,这 种 信号 序列 使 
其 能 与 横 跨 外 膜 的 转运 蛋白 (transport across the outer membrane,TOM) 复合 体 上 的 受 体 蛋 白 结 合 ,以 方 
便 蛋 白质 与 移 位 子 之 间 的 相互 作用 。 为 了 让 蛋白质 能 够 顺利 跨 膜 ,细胞 质 基质 的 HSP70 必须 与 结合 
的 肽 链 解 离 ,此 过 程 需要 ATP 的 水 解 。 

TOM 复合 体 与 导 肽 结合 的 部 分 由 Tom70 和 Tom37 组 成 ,这 两 种 蛋白 质 随后 将 蛋白 质 交 给 另外 两 
种 蛋白 质 一 一 Tom22 和 Tom20 ,而 Tom22 和 Tom20 再 将 蛋白 质 转移 到 由 Tom40 组 成 的 通道 。 在 内 膜 上 ， 
则 有 另外 一 种 叫 横 跨 内 膜 的 转运 蛋白 (transport across the inner membrane,TIM) 复合 体 ,由 它 构 成 蛋白 
质 穿 过 内 膜 的 通道 。 蛋 白质 进入 基质 只 发 生 在 内 外 膜 的 接触 点 ,形成 两 亲 螺 旋 有 利于 蛋白 质 的 跨 腊 
转运 。TOM 和 TIM 通过 静电 作用 结合 在 一 起 。Tim 23 和 Tim 17 形成 移 位 子 。 和 蛋白 质 从 Tom40 插入 
到 Tim23 形成 的 通道 需要 呼吸 链 创 造 的 电化 学 梯度 (A 有 )。 此 外 ,在 基质 一 侧 , 受 ATP 驱动 的 前 导 序 
列 转 位 酶 相关 联 的 分 子 马达 (presequence translocase-associated motor,PAM), 也 是 蛋白 质 完成 跨 膜 转运 
进入 基质 所 必需 的 。PAM 的 主要 成 分 是 线粒体 内 的 HSP70 (mtHSP70), 一 旦 肽 链 跨 入 基质 ,mtHSP70 
就 与 其 结合 ,通过 水 解 ATP 来 阻止 其 折 麦 ,并 驱动 它 的 跨 膜 转运 。 导 肽 在 进入 基质 以 后 , 受 基 质 内 信 
号 肽 酶 的 作用 而 被 切 下 。 丢掉 导 肽 的 基质 蛋白 进入 由 mtHSP60 和 mtHSP10 形 成 的 桶 装 折 县 体 的 内 部 ， 
受 ATP 水 解 的 驱动 进行 折 私 。 

2. 线粒体 非 基质 蛋白 的 定向 转运 

蛋白 质 进 入 基质 以 外 的 地 方 是 从 TOM 复合 体 开始 的 ,对 定位 到 内 膜 的 蛋白 质 而 言 , 至 少 有 三 种 
不 同 的 方式 :有 些 蛋 白质 像 基质 蛋白 一 样 ,具有 导 肽 的 前 序列 。 这 些 蛋 白质 也 需要 TOMVTIM 复合 物 ， 
但 由 于 在 导 肽 序列 之 后 就 是 一 段 琉 水 的 停止 转移 信号 序列 ,因此 它们 不 需要 PAM 输入 马达 ,最 后 直 
接 留 在 内 膜 上 即 可 。@ 有 些 蛋 白质 为 内 膜 上 的 多 次 跨 膜 蛋白 (如 载体 蛋白 ), 这 些 蛋 白质 没有 导 肽 序列 ， 
但 内 部 含有 多 重 线粒体 输入 信和 号。 这些 蛋 白质 起 初 由 外 膜 上 另外 一 种 受 体 蛋 白 一 一 Tom70 识别 , 然 
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成 熟 的 基质 蛋白 





后 再 通过 Tom40 转运 ,在 膜 间隙 ,被 一 些小 的 可 溶性 Tim (Tim9/Tim10) 蛋白 质 复合 体 识别 ,随后 , 受 内 
膜 上 的 Tim22 复合 物 的 作用 ,以 及 内 膜 内 外 电化 学 势能 的 驱动 ,最 终 插 人 到 内 膜 上 。@@ 还 有 一 些 蛋 白 
质 最 初 像 基 质 蛋 白 一 样 , 被 输送 到 基质 ,但 在 基质 被 切 掉 导 肽 序列 以 后 ,会 暴露 出 一 种 新 的 能 被 Oxal 
蛋白 识别 的 次 级 信号 序列 。 在 Oxal 蛋白 的 作用 下 ,这 些 蛋 白质 也 被 插入 到 线粒体 内 膜 上 。 需 要 注意 
的 是 ,Oxal 也 参与 转运 那些 由 mtDNA 编码 的 内 膜 蛋白 。 

对 外 膜 蛋白 而 言 , 主 要 有 两 种 情况 :具有 简单 拓扑 学 结构 (如 单 跨 膜 ) 的 外 膜 蛋 白 只 需要 TOM 复 
合 物 就 可 以 插入 到 外 膜 上 。 但 那些 拓扑 学 结构 较 复 杂 的 蛋白 质 ( 如 具有 B 桶 结构 的 孔 蛋 白 和 Tom40)， 
首先 需要 通过 TOM 复合 体 进 入 膜 间 隙 ,然后 在 膜 间隙 中 较 小 的 Tim 蛋白 的 帮助 下 ,通过 SAM 复合 物 
插入 到 外 膜 。 

(二 ) 蛋白 质 定位 于 叶绿体 

与 线粒体 相 比 ,叶绿体 含有 更 多 的 蛋白 质 , 而 许多 蛋白 质 是 由 核 基 因 编码 , 例 如 ,DNA 聚合 酶 、 
氮 酰 -tRNA 合成 酶 、 约 2/3 的 核糖 体 蛋白 .参与 光 反 应 的 部 分 蛋白 质 和 参与 暗 反 应 的 Rubisco 的 小 
亚 基 。 由 核 基因 编码 的 蛋白 质 进 入 叶绿体 的 过 程 ( 图 40-8) 与 进入 线粒体 很 相似 ,但 至 少 也 有 三 大 
差别 :中 线粒体 比 它 少 一 层 膜 ( 类 圳 体 膜 ) 和 一 种 可 溶性 腔 ( 类 圳 体腔 ), 因 此 在 类 圳 体 蛋 白 进 入 叶 绿 
体 基 质 , 还 需要 进一步 分 拣 和 定位 ,才能 被 运送 到 类 宫 体 ;@ 在 结构 上 ,参与 叶绿体 膜 转运 的 Toc 或 
Tice 与 参与 线粒体 膜 转运 的 Tom 或 Tim 无 同 源 性 ;@@ 和 蛋白 质 进 入 叶绿体 体 基 质 不 需要 也 没有 跨 内 膜 
的 质子 梯度 。 
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类 襄 体腔 
定位 序列 


1. 定位 于 基质 

进入 叶绿体 的 蛋白 质 在 细胞 质 基质 与 分 子 伴侣 HSP70 结合 而 处 于 伸展 状态 ,在 N 端 含有 叶绿体 
分 拣 信 号 ,这 段 信号 序列 被 称 为 输送 肽 (transit peptide), 其 特征 见 表 40-1。 含 有 输送 肽 序列 的 蛋白 质 
通过 受 体 介 导 的 转运 方式 ,进入 叶绿体 的 基质 ,在 跨 膜 转移 中 ,需要 消耗 ATP 和 GTP。 它 们 进入 基质 
以 后 ,会 被 特殊 的 蛋白 酶 在 N 端 切 掉 20~25 个 氨基 酸 残 基 。 以 基质 为 终点 的 蛋白 质 ,要 进入 基质 内 由 
HSP60 组 成 的 桶 装 复合 物 的 内 部 进行 折 大 ;以 类 圳 体 为 终点 的 蛋白 质 , 则 在 新 暴露 出 来 的 次 级 信号 序 
列 的 指导 下 , 作 进 一 步 的 分 拣 和 定向 。 

转运 受 体 和 移 位 子 复合 体 在 内 外 膜 接触 点 组 装 ,包括 3 个 部 分 :一 是 横 跨 叶绿体 外 膜 的 转运 蛋 
自 (transport across the outer chloroplast membrane,TOC) 复合 体 , 由 1.59x10、7.5x10* 和 3.4x104 蛋白 组 
成 ,其 中 1.59x10 和 3.4x10 蛋白 结合 GTP; 二 是 横 跨 叶绿体 内 膜 的 转运 蛋白 (transport across the inner 
chloroplast membrane,TIC) 复合 体 ; 三 是 HSP70 转运 中 间 物 关联 蛋白 (import intermediate associated 
protein,IAP), 位 于 TOC 和 TIC 之 间 。 
2. 定位 于 类 圳 体 膜 和 及 

定位 于 类 宫 体 膜 和 腔 的 蛋白 质 具 有 较 长 的 输送 肽 序列 ,其 内 部 包括 两 种 信号 :第 一 种 信号 指导 蛋 
白质 通过 内 外 膜 进入 叶绿体 基质 ,第 二 种 信号 比较 隐蔽 , 它 负 责 指导 蛋白 质 从 基质 进入 类 圳 体 。 这 两 
种 信号 按照 一 定 的 次 序 被 切除 。 在 蛋白 质 进 入 叶绿体 的 基质 以 后 ,第 一 种 信号 序列 被 切除 。 与 此 同时 ， 
第 二 种 信号 随 之 暴露 ,这 种 信号 序列 为 类 圳 体 分 拣 信 号 ,负责 指导 蛋白 质 进 入 类 襄 体 。 
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(440, 


若是 让 GFP 基 
在 叶肉 细胞 中 表达 , 并 最 终 
定位 到 类 圳 体腔 内 ,你 应 该 在 
GFP 上 加 上 几 种 信号 序列 ? 


如 果 人 为 地 在 核 蛋 
白 的 N 端 加 上 SRP 信号 序 
列 , 你 认为 这 种 蛋白 质 最 后 的 
去 向 在 哪里 ? 


细菌 的 蛋白 质 定位 
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类 圳 体 分 拣 信 和 号 序列 是 由 一 段 25 个 左右 的 疏水 氨基 酸 残 基 组 成 ,其 前 端 常常 有 一 些 带 正 电荷 的 
氨基酸 残 基 , 以 便 和 类 圳 体 膜 上 的 移 位 子 复合 体 相互 作用 。 正 如 许多 蛋白 质 进入 线粒体 一 样 , 某 些 蛋 
白质 进入 类 才 体 也 需要 消耗 跨 膜 的 质子 梯度 。 当 类 吉 体 蛋白 进入 类 圳 体 以 后 ,信和 号 序列 会 被 切除 ,其 
内 的 分 子 伴 侣 可 促进 它们 正确 地 折 丢 。 

(三 ) 蛋白 质 定位 于 细胞 核 

定位 于 细胞 核 的 蛋白 质 在 肽 链 的 内 部 含有 NLS。NLS 主要 由 几 个 碱 性 氨基 酸 残 基 组 成 ,负责 引 
导 和 蛋白 质 通过 核 孔 复合 物 (NPC) 进入 细胞 核 。 与 许多 其 他 类 型 的 信号 序列 不 同 的 是 ,NLS 在 指导 蛋白 
质 进入 细胞 核 以 后 并 没有 被 切除 。 这 是 因为 细胞 在 分 裂 的 某 个 阶段 , 核 膜 会 发 生 解体 ,如 果 NLS 在 细 
胞 核 蛋白 进入 细胞 核 以 后 被 切除 ,就 会 导致 细胞 分 裂 结束 以 后 ,原来 的 核 蛋白 无 法 重新 回 到 细胞 核 的 
“怀抱 "。 

核 蛋 白 通过 NPC 的 转运 还 需要 一 种 叫 Ran 的 小 G 蛋白 。Ran 的 功能 就 是 调节 转运 核 蛋 白 的 受 
体 复 合体 进行 组 装 或 解体 。 核 蛋白 从 核糖 体 释放 出 来 以 后 即 发 生 折 丢 , 故 核 蛋白 是 以 完全 折 友 的 状 
态 通过 核 膜 进入 核 质 的 。 在 折 私 好 的 核 蛋 白 分 子 上 ,NLS 经 常 以 环 的 形式 暴露 在 蛋白 质 的 表面 ,以 方 
便 识 别 。 

核 蛋 白 进 入 细胞 核 的 详细 步骤 是 (图 40-9):GD 核 
蛋白 与 NLS 的 受 体 一 一 输入 蛋白 w/B 二 聚 体 结合 , 形 
成 复合 物 ; @) 核 蛋白 - 受 体 复 合 物 与 NPC 胞 质 环 上 的 
纤维 结合 ;@@ 纤 维 向 核 弯曲 , 移 位 子 构象 发 生 改 变 , 形 
成 亲 水 通道 , 核 蛋白 通过 ;人 @ 风 细胞核 内 的 Ran-GTP 与 核 
蛋白 - 受 体 复 合体 结合 ,导致 复合 体 解 散 ,释放 出 核 蛋 
白 ;@ 与 Ran-GTP 结合 的 输入 蛋白 B ,离开 细胞 核 。 与 
Ran 结合 的 GTP 在 细胞 质 水 解 ,产生 的 Ran-GDP 返回 


细胞 核 输入 受 体 


- 仿 -> Ran-GDP 解 离 
含有 NLS Ran-GDP 
的 蛋白 质 Ti SN 






细胞 核 





细胞 核 ,并 重新 转变 为 Ran-GTP;@ 在 核 内 输出 蛋白 的 
帮助 下 ,输入 蛋白 w 被 运 回 细胞 质 ,参与 下 一 轮 的 转运 。 
(四 ) 蛋白 质 定位 于 过 氧化 物 酶 体 
过 氧化 物 酶 体 是 由 单 层 膜 包 被 的 细胞 器 , 它 所 
具有 的 所 有 和 蛋白质 均 由 细胞 核 DNA 编码 。 指 导 和 蛋白 


Ran-GTP -@ 
入 到 各 术 ，- 鱼 EEEamaa 


赎 40-9 由 NLS 介 导 的 细胞 核 蛋白 的 定向 转移 
(Lodish 等 ,2007) 


质 进入 过 氧化 物 酶 体 的 信号 序列 被 称 为 过 氧化 物 酶 体 定 向 序列 (peroxisome targeting sequence,PTS)。 
PTS 一 般 位 于 肽 链 的 C 端 (PTS1), 其 一 致 序列 为 SA-K/R-L/M, 其 中 以 SKL 最 常见 ,也 有 少数 蛋白 质 


的 PTS 是 位 于 N 端的 九 肽 序列 (PTS2)。 


与 核 蛋白 一 样 ,进入 过 氧化 物 酶 体 的 蛋白 质 在 细胞 质 基质 已 完全 折 礁 成 有 功能 的 形式 。 此 外 ,在 
它们 进入 目的 地 以 后 ,所 带 的 PTS 与 核 蛋白 上 的 NLS 一 样 也 没有 被 切除 。 

细菌 虽然 没有 细胞 器 结构 ,但 也 需要 将 它 的 一 些 蛋 白质 从 细胞 质 输送 到 外 膜 . 内 膜 . 外 周 腔 (内 外 
膜 之 间 的 空隙 ) 或 胞 外 ,因此 同样 需要 相应 的 分 拣 和 定位 系统 ,而 那些 需要 被 转运 的 蛋白 质 在 N 端 也 


应 该 含有 特殊 的 信号 序列 ,以 指导 它们 的 跨 膜 转运 。 


科学 故事 一 一 “信和 号 学 说 "的 发 现 


1999 年 的 诺 贝 尔 生理 学 或 医学 奖 被 授予 美国 洛克 非 勒 大 学 的 Giinter Blobel, 因为 他 发 现 了 蛋白质 
具有 内 在 的 信号 以 控制 它们 在 细胞 中 的 转运 和 定位 (proteins have intrinsic signals that govern their transport 
and localization in the cel)。 那 么 ,Blobel 是 如 何 取得 这 一 发 现 的 呢 ? 

生物 化 学 家 曾 一 直 想 搞 清楚 :细胞 内 一 个 特定 的 多 肽 链 是 如 何 横 跨 生物 膜 ,进入 属于 自己 的 亚 细 胞 





空间 或 被 分 泌 到 细胞 外 的 ? 20 世纪 50~60 年 代 的 一 些 研究 结果 表明 ,分 沁 蛋 白 是 在 与 膜 结合 的 核糖 体 上 
合成 并 同时 完成 跨 膜 转移 的 ,但 没 能 解释 为 什么 分 泌 蛋 白 需 要 在 与 膜 结合 的 核糖 体 上 合成 而 细胞 质 基 质 
蛋白 不 需要 的 现象 。 

直到 1971 年 ,Blobel 和 David Sabatini 提出 了 一 种 假说 ,对 上 述 现 象 提出 了 他 们 的 解释 :在 与 膜 结合 
的 核糖 体 上 翻译 的 mRNA 5' 端 紧 眼 起 始 密码 子 之 后 含有 一 段 特 殊 的 密码 子 ;@ 这 些 密码 子 编码 特殊 的 氢 
基 酸 序列 ;@) 这 种 特殊 的 氨基 酸 序列 诱发 了 多 肽 链 的 跨 膜 转移 。 

1975 年 ,Blobel 和 Dobberstein 相继 获得 一 系列 实验 证 据 支持 他 们 最 初 的 假说 ,在 此 基础 上 ,他 们 对 原 
来 的 学 说 做 了 一 些 修 改 ,并 正式 命名 为 信号 学 说 。 

骨髓 瘤 是 一 种 B 淋巴 细胞 瘤 , 它 能 旺盛 地 合成 和 分 记 免 疫 球 蛋白 (IgG), 因 此 是 一 种 非常 理想 的 研 
究 信号 假说 的 模型 。Cesar Milstein 实验 室 早 期 的 研究 结果 显示 ,与 在 体内 正常 分 泌 出 来 的 IgG 的 轻 链 相 
比 ,IgG 轻 链 的 mRNA 在 体外 翻译 出 来 的 多 肽 链 在 N 端 多 出 约 20 个 氨基 酸 残 基 ( 图 40-10)。Blobel 和 
Dobberstein 认为 , 正 是 这 些 多 出 来 的 氨基 酸 序 列 充当 信号 ,指导 核糖 体 与 膜 的 结合 。 为 了 证 实 这 种 设想 ， 
Blobel 和 Dobberstein 继续 研究 IgG 轻 链 在 与 膜 结合 的 核糖 体 上 合成 的 过 程 ,他 们 既 重 复出 Cesar Milstein 
实验 室 的 结果 ,又 进一步 发 现在 与 微粒 体 膜 结合 的 核糖 体 上 合成 的 IgG 轻 链 对 加 入 的 蛋白 酶 水 解 有 抗 性 ， 
这 说 明 IgG 轻 链 在 合成 中 被 转移 到 微粒 体 的 腔 中 ,随后 充当 信号 的 序列 被 微粒 体 上 的 酶 切除 了 。 根 据 上 
述 结 果 ,Blobel 和 Dobberstein 提出 了 更 为 详细 和 准确 的 信号 学 说 。 

1980 年 ,Blobel 根据 对 细胞 内 其 他 的 一 些 膜 蛋白 和 细胞 器 蛋白 跨 膜 转移 的 研究 结果 ,认为 定向 并 输送 
到 不 同 细胞 器 的 新 生 蛋 白 也 含有 内 在 的 信号 序列 ,这 些 特殊 的 信号 序列 由 原来 的 蛋白 质 基因 编码 , 它 可 能 
位 于 多 肽 链 的 两 端 ,也 可 能 在 多 肽 链 的 内 部 。 

蛋 自 质 高 度 选择 性 的 跨 膜 定位 和 分 拣 对 于 细胞 ,特别 是 对 真 核 细 胞 的 功能 至 关 重 要 。 为 了 维持 各 种 
不 同 细胞 器 的 个 性 ,相关 的 蛋白 质 必 须 准 确 地 到 达 属 于 自己 的 “领地 ”"。 信 号 学 说 不 仅 正 确 地 解释 了 分 泌 
蛋白 是 如 何 通 过 内 质 网 最 后 被 分 淡出 细胞 , 还 为 探索 其 他 需要 跨 膜 转移 的 蛋 外 质 的 定向 转运 机 理 提 供 了 
正确 的 方向 。 


推荐 网 址 : 

1.http:/Wthemedicalbiochemistrypage.org/protein-modifications.html( 完 全 免费 的 医学 生物 化 学 课程 网 站 
有 关 翻 译 的 内 容 ) 

2. http :Wen.wikipedia.org/wiki/Signal_peptide (维基 百科 有 关 信 和 号 肽 的 内 容 ) 

3. http:/www.columbia.edu/eu/biology/courses/c200G/lectures0S/lect7.05.html (美国 哥伦比亚 大 学 一 个 生 
物 学 网 站 ,有 关 和 蛋白 质 定向 和 分 拣 的 内 容 ) 

4、http ://www-.crystbbk.ac.uk/pps97/assignments/projects/dulai/signal.html (英国 伦敦 大 学 提供 的 各 种 信和 号 
肽 有 关 的 信息 ) 
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1. 在 体外 游离 的 核糖 体 上 
翻译 的 产物 


2. 在 体外 与 膜 结 合 的 核糖 
体 上 翻译 的 产物 

3. 在 体外 与 膜 结合 的 核糖 
体 上 翻译 的 产物 经 蛋白 
酶 处 理 

S. 正 常 的 分 泌 蛋 白 


侠 40-10 骨 介 瘤 细胞 |gG 
轻 链 在 不 同 条 件 下 被 翻译 后 
产物 的 电泳 图 谱 


本 章 小 结 填 填 看 
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逆转 录 病 毒 的 POL 
蛋白 可 以 直接 由 核糖 体 启动 
翻译 吗 ? 为 什么 ? 
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名 ”第 四 十 一 章 ”再 次 程序 化 的 遗传 解码 和 翻译 暂停 


绝 大 多 数 蛋白 质 的 合成 都 是 以 一 条 mRNA 作为 模板 ,从 起 始 密码 子 开始 翻译 ,到 终止 密码 子 结 
束 , 肽 链 在 延伸 的 时 候 ,每 参 人 一 个 氨基 酸 ,核糖 体 只 移 位 一 个 密码 子 。 但 是 ,也 有 少数 蛋白 质 在 翻译 
的 时 候 , 当 核 糖 体 前 进 到 mRNA 的 某 些 区 段 的 时 候 , 却 偏离 上 述 常规 ,而 以 一 些 特殊 的 方式 进行 解码 ， 
这 些 特 殊 方 式 的 解码 称 为 再 次 程序 化 的 遗传 解码 (reprogrammed genetic decoding)。 再 次 程序 化 的 遗传 
解码 并 不 违背 “中 心 法 则 ”, 而 是 对 它 的 补充 和 扩展 。 当 核糖 体 通过 这 些 特 殊 的 区 段 以 后 ,将 重新 按照 
一 般 的 解码 方式 继续 翻译 。 

本 章 将 重点 介绍 几 种 再 次 程序 化 的 遗传 解码 形式 ,包括 翻译 水 平 的 移 框 通读 、 跳 翻 译 以 及 含 
硒 半 胱 氨 酸 和 吡咯 赖 氨 酸 的 参 和 人。 


第 一 六” 再 次 程序 化 的 遗传 解码 


一 、 翻 译 水 平 的 移 杠 

翻译 水 平 的 移 框 (translational frameshift) 也 称 为 翻译 移 框 或 核糖 体 移 框 , 它 是 指 核糖 体 在 进行 移 
位 反应 的 时 候 ,一 次 移动 的 核 背 酸 数目 不 是 3 个 ,而 是 2 个 或 4 个 的 现象 。 这 种 翻译 水 平 的 移 框 完全 
打破 了 原来 的 ORF 的 连续 性 ,人 迫使 翻译 在 一 个 全 新 的 ORF 内 继续 进行 ,直至 遇 到 新 的 ORF 内 的 终止 
密码 子 。 通 常 将 移动 2 个 和 4 个 核 苷 酸 的 移 框 分 别称 为 -1 移 框 和 +1 移 框 。 

-翻译 中 的 移 框 经 常 出 现在 一 些 逆转 录 病 毒 ( 如 RSV 和 HIV-1 等 ) 翻译 POL 蛋白 ( 道 转录 酶 ) 的 时 
候 。RSXV 的 pol gag 以 及 en 基因 同 处 在 一 个 多 顺 反 子 mRNA 上 ,但 由 于 在 真 核 生 物 mRNA 翻译 起 始 
的 时 候 , 起 始 密码 子 的 识别 依赖 于 端的 帽子 结构 ,因此 只 有 靠近 5' 端 的 gag 基因 才能 被 翻译 ,而 在 
后 面 的 po! 则 无 法 正常 地 启动 翻译 。 那 么 ,如 何 让 pol 基因 也 能 够 翻译 呢 ? 有 一 种 方法 ,就 是 让 pol 基 
因 借 用 gag 基因 的 起 始 密码 子 , 乘 gag“ 翻 译 的 东风 ”, 接 着 翻译 po! 基因 。 然 而 如 果 借 用 , 当 翻 译 遇 到 
gag 的 终止 密码 子 , 又 怎么 办 ? 研究 表明 ,核糖 体 在 翻译 到 gag 的 终止 密码 子 (UAG) 前 一 个 密码 子 处 ， 
进行 了 -1 移 框 。 终 止 密码 子 周围 的 核 背 酸 序列 是 -ACA AAU UUA GGA GGG CCA- ,对 应 的 氨 
基 酸 序列 是 Thr-Asn-Leu。 但 经 过 -1 移 框 以 后 ,可 读 框 变 为 -ACA AAU UUAUA GGG AGG GCCA-， 
对 应 于 的 氨基 酸 序列 是 Thr-Asn-Leu-lle-Gly-Arg-Ala。 于 是 ,原来 的 UAG 不 能 再 作为 终止 密码 子 发 
挥 作用 了 ,核糖 体 继续 翻译 直到 遇 到 po! 基因 的 终止 密码 子 。 通 过 这 种 方式 合成 出 来 的 先是 CAG 和 
POL 的 融合 蛋白 ,然后 通过 特殊 的 蛋白 酶 的 剪 切 , 可 释放 出 POL 和 蛋白。 以 上 发 生 移 框 的 效率 约 为 5%， 
这 意味 着 95% 的 翻译 在 遇 到 gag 基因 的 终止 密码 子 时 将 正常 地 终止 ,合成 出 来 的 产物 为 单独 的 CAG 
蛋白 。 这 样 一 来 ,通过 翻译 移 框 ,不 但 解决 了 pol! 基因 不 能 正常 翻译 的 问题 ,而 且 可 以 很 好 地 满足 病毒 
对 于 GAG 蛋白 和 POL 和 蛋白 的 不 同 需求 。 因 为 病毒 对 CAG 和 蛋白 的 需求 远 远 大 于 对 POL 蛋白 的 需求 。 

大 肠 杆菌 RF2 是 通过 +1 移 框 得 以 翻译 的 例子 (图 41-1)。 已 知 RF2 能 识别 UAA 或 UCA 两 种 终 
止 密码 子 , 它 本 身 的 基因 的 第 26 个 密码 子 为 UGA。 如 果 细 胞 内 的 RF2 的 浓度 较 高 ,核糖 体 在 翻译 到 
这 个 密码 子 时 就 会 终止 。 这 时 得 到 的 产物 并 不 是 RF2 ,而 是 一 个 无 功能 的 25 肽 ;如 果 细 胞 内 的 RF2 
的 浓度 较 低 ,翻译 就 不 能 有 效 地 终止 。 这 时 核糖 体 发 生 +1 移 框 ,翻译 得 以 在 一 个 新 的 可 读 框 中 继续 
进行 ,直到 翻译 出 完整 的 RF2。 








进一步 的 研究 表明 ,发 生 移 框 
的 效率 还 是 颇 高 的 :30% 的 核糖 体 发 
生 移 框 ,得 到 全 长 的 RF2。 在 移 框 位 
点 ,RF2-mRNA 原来 在 核糖 体 P 部 


Gy ”Leu ”Asp 


3 +1 尼 一 
六 ， 9 汪 必 


RE--2 
5 位 上 的 密码 子 (CUU) 与 肽 酰 -HRNA 
_ CUCCS G 
cuuAS96uAn Re， 之 间 的 反 密码 子 (GAG) 的 配对 被 打 
,然后 与 CUU 
SET 了 破 , 然 后 在 新 的 框架 内 ,依赖 与 
4 全 重 春 的 密码 子 UUU 和 GAG 之 间 的 
配对 ,使 核糖 体 向 前 滑 移 了 一 个 核 背 


酸 的 距离 ,从 而 使 原来 的 UCA 偏离 
二 了 可 读 框 ,不 再 起 终止 作用 。 

实际 上 ,在 终止 和 移 框 之 间 始 终 存 在 着 竞争 , 哪 一 种 势力 取胜 ,一 是 取决 于 RF2 在 细胞 的 浓度 ,二 
取决 于 移 框 位 点 的 序列 特征 。RF2 作为 再 解码 的 产物 ,其 本 身 却 促进 核糖 体 终止 于 UCA 或 UAA, 因 此 ， 
当 RF2 量 很 多 的 时 候 , 竞 争 倾 向 于 终止 而 不 是 移 框 ;反之 ,如 果 RF2 的 量 供应 不 足 , 移 框 就 在 竞争 中 获 
胜 ,RF2 的 浓度 恢复 。 移 框 位 点 本 身 的 序列 是 有 利于 移 框 的 :首先 ,UCA 的 后 面 是 一 个 C, 这 是 一 个 弱 
终止 环境 ;其 次 ,CUU 本 身 是 一 个 容易 “打滑 ”的 密码 子 。 

更 深入 的 研究 发 现 ,在 移 框 位 点 的 上 游 3 个 核 苷 酸 的 区 域 有 一 段 刺 激 移 框 发 生 的 序列 。 该 序列 
与 SD 序列 一 样 ,能 够 与 16S rRNA 配对 。 于 是 ,RF2-mRNA 有 两 个 SD 序列 :一 个 用 于 翻译 的 起 始 , 另 
一 个 促进 移 框 。 移 框 位 点 和 第 二 个 SD 之 间 的 间隔 序列 长 度 非常 关键 ,对 于 RF2 来 说 ,必须 是 3 个 碱 基 。 
第 二 个 SD 序列 的 作用 可 能 是 由 于 它 与 TRNA 之 间 的 配对 ,扭曲 了 翻译 复合 物 , 致 使 核糖 体 要 么 向 前 
滑动 发 生 正 移 框 , 要 么 向 后 滑动 发 生 负 移 框 。 

鸟 氨 酸 脱羧 酶 的 抗 酶 (ornithine decarboxylase antizyme,ODA) 是 第 一 例 在 真 核 生物 发 现 的 发 生 +1 

ee 和 框 的 重 自 质 (图 44_2) 通过 分 析 ODA 

的 cDNA 的 碱 基 序 列 发 现 ,其 mRNA 具有 
ORF1 和 ORF2 的 两 个 可 读 框 ,ORF2 与 
ORF1 重 至 ,并 相差 +1 个 核 背 酸 。 但 是 ， 
C A U ORF1 的 碱 基 序列 太 短 ,不 可 能 编码 ODA， 


41-1 大 肠 杆菌 的 RF2 在 翻译 水 平 的 移 杠 


UGA 


AUG 





要 “下 运 而 ORF2 的 起 始 密码 子 无 法 识别 故 也 不 
和 可 能 编码 ODA。 实 验证 明 ODA 的 翻译 是 
人 人 c 。 银 节 结 构 以 ORF1 的 起 始 密码 子 开始 ,再 通过 移 杠 
5 A 进入 ORF2 继续 翻译 ,最 终 得 到 目标 产物 ， 
十 C 
“85 0 ORF2 的 移 框 需要 UGA 下 游 的 假 节 结构 。 
C-G G 
C=G 从 
5A 5 一 、 通 读 
5-UGCUCCUGAUG 和 A 二 


通读 (read-through) 是 指 翻译 中 将 一 
个 可 读 框 内 的 终止 密码 子 当 做 一 个 正常 
的 氨基 酸 的 密码 子 来 阅读 ,而 得 到 一 个 加 
长 的 多 肽 链 的 过 程 。 存 在 这 种 现象 的 主 
要 是 一 些 病毒 ,如 烟草 花 叶 病毒 (tobacco mosaie virus,TMV) 和 鼠 类 白血病 病毒 (MMLV)。MMLYV 是 一 
种 逆转 录 病 毒 , 其 POL 蛋白 也 是 与 CAG 蛋白 一 起 作为 融合 蛋白 被 表达 的 ,但 并 不 是 通过 核糖 体 移 杠 
方式 实现 的 ,而 是 在 翻译 CAG 的 时 候 , 经 历 了 通读 ,将 GASG 的 终止 密码 子 UAG 当做 Ghn 的 密码 子 。 
这 里 通读 的 效率 也 只 有 5% 左右 。 


CysSer 终止 
UGC UCcCN GAU GUC CCU CAC CCA CCC 
Asp Val Pro His Pro Pro 


侠 41-2 ， 乌 氨 酸 脱羧 酶 的 抗 酶 在 翻译 水 平 的 移 框 


ddT 
若是 将 大 肠 杆菌 
RF2 的 第 26 个 密码 子 突 变 
成 UAG , 你 预测 将 会 对 RF2 
的 翻译 移 框 有 何 影响 ? 


583 


584 


三 、 跳 路 翻译 

跳 蚂 翻译 (jumping translation 或 bypass translation) 是 指 核糖 体 在 翻译 的 过 程 中 , 直接 跳 过 可 读 框 
中 的 一 段 核 苷 酸 序列 ,再 接着 翻译 下 游 序 列 的 现象 。 这 段 漏 读 的 序列 并 不 决定 任何 氨基 酸 序列 ,被 称 
为 翻译 水 平 的 内 含 子 (translational intron), 以 区 别 于 分 别 在 转录 后 加 工 和 翻译 后 加 工 中 除去 的 内 含 子 
和 内 含 肽 。 对 中 跃 翻译 了 解 得 最 深入 的 例子 是 T4 叭 菌 体 的 基因 60 蛋白 和 大 肠 杆菌 色 氨 酸 阻 过 蛋白 
(CTrpR)。 其 中 前 者 是 美 籍 华裔 学 者 黄 惠 人 敏和 中 国 科 学 院 上 海 生 物化 学 研究 所 访问 学 者 敖 世 洲 于 1988 
年 共同 发 现 的 。 基 因 60 编码 的 是 DNA 拓扑 异 构 酶 的 一 个 亚 基 。 通 过 比较 这 个 亚 基 的 氨基 酸 序列 和 
基因 60 的 核 苷 酸 序列 发 现 ,其 可 读 框 中 有 一 段 50 个 核 苷 酸 组 成 的 序列 没有 翻译 ,这 段 序列 将 前 46 
个 密码 子 (GGA) 和 后 114 个 密码 子 (GGA) 分 开 。 没 有 证 据 证 明基 因 转 录 后 经 历 过 剪接 反应 ,唯一 可 
能 的 解 森 是 核 交 体 在 翻译 到 第 新 ee 
个 密码 子 后 ,发 生 了 跳跃 , 跳 过 了 这 
50 个 核 苷 酸 序列 组 成 的 间隙 (效率 
近 100%), 继 续 翻 译 下 游 的 114 个 密 
码 子 (图 41-3)。 将 基因 60 中 长 为 





258 个 核 苷 酸 的 片段 与 大 肠 杆 菌 的 

B_ 半 乳 糖苷 酶 (lucZ) 基 因 构 建成 的 

融合 质粒 在 大 肠 杆 菌 里 表达 ,也 出 记 | 
现 跳 牙 现 象 。 将 基因 60 导入 酵母 

细胞 也 发 生 跳 妈 。 全 41-3 用 央 关 休 的 基因 60 亚 白 的 呈 据 天 译 。 


TrpR 是 跳跃 翻 译 的 又 一 个 例子 ,该 基因 编码 两 种 蛋白 质 ,它们 的 相对 分 子 质 量 分 别 是 12x10” 
和 10x10"。 这 两 种 蛋白 质 N 端 氮 基 酸 的 序列 完全 是 一 样 的 ,但 C 端的 序列 完全 不 同 。 经 研究 发 现 ， 
10x10? 是 核糖 体 翻译 12x10” 的 可 读 框 中 发 生 了 跳 牙 的 结果 , 共 跳 跃 55 个 核 苷 酸 。 由 于 55 非 3 的 整 
数 倍 ,因此 跳跃 同时 导致 核糖 体 发 生 了 移 框 , 移 框 应 属于 55-3x18=+1 移 框 。 移 框 必然 使 得 10x10? 蛋 
白质 的 C 端 氨基 酸 序列 不 同 于 12x10” 蛋白 质 。 将 含有 tpR-iac2 融合 基因 的 质粒 在 大 肠 杆菌 中 表达 ， 
也 发 生 了 跳跃 。 

至 于 核糖 体 为 什么 在 特殊 的 位 点 发 生 跳 牙 , 至 今 还 没有 一 个 令 人 信服 的 解释 。 在 分 析 跳 牙 位 点 
周围 的 碱 基 序列 以 及 对 这 些 序列 进行 点 突变 实验 后 ,发 现 基 因 60 核糖 体 的 起 跳 点 和 着 陆 点 处 的 密码 
子 必 须 满足 被 同一 种 tRNA 识别 的 条 件 。 此 外 ,被 跳 过 的 序列 长 度 .其 中 的 终止 密码 子 和 茎 环 结构 、L9 
对 茎 环 结构 稳定 性 的 调节 以 及 上 游 被 翻译 出 来 的 16 肽 对 跳 牙 均 有 影响 ,但 是 以 上 这 些 特 征 并 不 适用 
于 7T7pR 基因 。 


四 、 含 硒 半 胱 氨 酸 和 吡咯 赖 氨 酸 的 参 入 

Sec 作为 第 21 种 蛋白 质 氨基 酸 , 存 在 于 一 些 特 殊 的 蛋白 质 分 子 之 中 ,如 细菌 的 甲酸 脱氧 酶 哺乳 
动物 的 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 .四 碘 甲 状 腺 素 $- 去 碘 酶 (tetraikiodothyronine $' -deiodinasem) 和 含有 多 
个 含 硒 半 胱 氨 酸 残 基 (7~10 个) 的 硒 蛋 白 P(selenoprotein-P), 这 些 蛋白 质 统称 为 含 硒 和 蛋白。 

Sece 的 参 人 可 视 为 一 种 特殊 形式 的 通读 ,原因 是 含 硒 和 蛋白 在 翻译 的 时 候 , 将 UGA 终止 密码 子 作 为 
Sece 的 密码 子 。 那 么 ,机体 是 如 何 将 作为 Sece 的 密码 子 一 一 UGA ,与 作为 正常 终止 密码 子 的 UGA 区 分 
开 的 呢 ? 对 某 些 含 硒 蛋 白 基因 的 碱 基 序列 所 进行 的 分 析 以 及 点 突变 得 到 的 结果 表明 :UGA 的 通读 与 
一 些 称 为 含 硒 半 胱 氨 酸 插入 序列 (selenocysteine insertion sequence,SECIS) 的 顺 式 元 件 有 关 。 原 核 生 
物 的 SECIS 的 特征 是 在 紧 靠 See 密码 子 下 游 处 有 一 个 茎 环 结构 ,其 中 的 茎 由 于 非 Watson-Crick 碱 基 
对 (UGAC/UGAU) 的 存在 而 发 生 90* 的 弯曲 (图 41-4)。 在 大 肠 杆菌 甲酸 脱 氢 酶 的 mRNA 分 子 上 ,位 于 
UGA 下 游 40 bp 的 区 域 也 是 Sec 参 和 人 所 必需 的 。 


真 核 生物 的 SECLS 则 存在 于 3' 端 的 非 翻 


( 江 多 译 区 ,在 一 级 结构 上 无 一 致 序列 ,但 二 级 结构 很 
.好 
人 相似 。 在 四 磺 甲 状 腺 素 5_ 去 碘 酶 RNA 的 3- 








5 ;， UTR 中 ,有 一 段 250 bp 的 区 域 (距离 UGA 约 
SETJR 本 六 30UTR ,以上 

二 帮 sais 元 人 1) 也 是 必需 的 。 
始 里 大 肠 杆菌 Sec 的 参 人 与 4 个 基因 的 产物 
全 41-4 ”原核 生物 硒 半 胱 氨 酸 密码 子 所 处 的 环境 有 关 ( 图 41-5):Sel A 将 Ser 转变 成 脱 氨 丙 氨 酸 
丝 氨 酰 tRNA (dehydroalanine);Sel B 为 类 EF-Tu 延 伸 因 子 ; 
tRNAUESA+Ser Ser-tRNAUCA Sel C 为 TRNASs“", 其 上 的 反 密 码 子 能 识别 UGA; 
We SelA SelD 激活 HSe。 与 其 他 tRNA 相 比 ,tRNAS 

SeO3 Se-Phos: 
具有 一 些 不 同 寻常 的 性 质 :含有 1 个 4bp 环 的 
ATP AMP-Pi H3PO4 

6 bp 葵 环 结构 ;一 个 加 长 的 受 体 荃 ;一 个 大 的 附 
Sec-tRNAUSA 加 臂 。 这 些 特征 可 阻止 它 与 细胞 中 含量 丰富 的 
9] EF-Tu 相互 作用 。 在 真 核 生物 中 ,一 种 叫 SBP2 
的 蛋白 质 能 特异 性 地 与 SECIS 元 件 结合 ,在 含 


硒 半 胱 氮 酸 的 参 和 人 中 也 发 挥 作 用 。 
大 肠 杆 菌 Sec-tRNA”' 的 形成 通过 下 列 反 
Sec 参 入 到 应 : CDSerHtRNASe 一 Ser-tRNASe 应 由 丝 
2 氨 酰 tRNA Re 本 列 
四 4 ea ATP 一 磷酸 硒 化 物 +AMP+Pi, 该 反应 由 磷酸 三 
eg selenophosphate synthetase ,为 SelD ) 催化 ;@@) 磷 酸 硒 化 物 fSer-tIRNAS“ Sec-tIRNAS“+HH20， 

应 由 硒 半 胱 氨 酸 合成 酶 (Sel A) 催 化 。 

Eee Sec 的 密码 子 UGA 的 时 候 , 下 游 位 置 的 SECIS 与 Sec-tRNAS“、Sel B 和 GTP 形成 
Se 四 元 复合 物 .Sec_tRNAse 进入 A 部 
位 , 肽 酰 转移 酶 催化 Sec 氨基 的 参 
入 (图 41-6)。 含 硒 半 胱 氮 酸 参 人 的 
效率 并 不 总 是 100% ,例如 在 缺 硒 的 
条 件 下 ,哺乳 动物 的 1 型 脱 碘 酶 在 
翻译 到 UCA 时 会 提前 终止。 

Pyl 是 于 2002 年 才 发 现 的 第 
22 种 蛋白 质 氨基 酸 , 它 的 参 和 也 是 
一 种 特殊 的 通读 事件 ,发 生 通读 的 
终止 密码 子 为 UAG, 由 一 种 特殊 的 

tRNAY 进行 解码 (pyi7 基因 编码 )。 
ash acaduus 有 本 和 这 种 tRNA 带 有 的 反 密 码 子 为 CUA。 

Pyl-tRNA" 的 合成 已 被 证 明 是 由 pyls 基因 编码 一 种 第 二 类 氨 酰 -tRNA 合成 酶 催化 ,该 酶 直接 催 
化 游离 的 Pyl 与 RNAY 形成 Pyl-tRNAP。 

与 See 的 参 入 一样,UAG 被 通读 成 Pyl 需要 其 下 游 的 一 段 称 为 Pyl 插入 序列 (pyrrolysine insertion 
sequencet,PYLIS) 的 元 件 ,PYLIS 形成 葵 环 结构 ,促进 Pyl 的 参 入 (图 41-7)。 











SECIS 元 件 


Sec-tRNASe 


人 1 


严格 地 说 , 含 硒 半 
胱 氨 酸 的 名 称 并 不 确切 ,为 


什么 ? 
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41-7 ”吡咯 赖 毛 酸 的 参 入 
框 41-1 生化 点 滴 一 含 硒 蛋 白 知 多 少 

硒 是 人 体 的 必需 微量 元 素 , 它 对 于 健康 来 说 是 有 益 的 ,尤其 对 于 免疫 系统 的 功能 、 精 子 的 游 动 和 活性 
甲状 腺 素 的 形成 都 十 分 重要 ,此 外 , 硒 还 能 够 降低 得 癌症 和 心血 管 疾病 的 风险 ,并 能 对 HIV 携带 者 发 展 为 
艾滋 病 有 一 定 的 抑制 作用 。 但 硒 元 素 并 不 是 越 多 越 好 , 太 多 的 硒 可 导致 硒 中 毒 (selenosis)。 硒 在 机 体 中 的 
作用 是 作为 含 硒 半 胱 氨 酸 的 成 分 , 参 人 到 含 硒 蛋 白 中 ,由 含 硒 蛋 白 来 完成 。 由 于 含 硒 半 胱 氨 酸 由 终止 密码 
子 编码 ,因此 缺 硒 可 导致 含 三 蛋 白 的 翻译 提起 终止 。 

人 类 食物 中 硒 的 主要 来 源 是 植物 ,但 不 可 思议 的 是 植物 体内 却 没有 含 硒 蛋 白 。1973 年 ,人 们 才 发 现 
了 含 三 蛋白 。 最 早 发 现 的 三 种 是 来 自 细菌 的 甘氨酸 还 原 酶 系统 中 的 蛋白 质 A 和 甲酸 脱氧 酶 ,以 及 来 自 哺 
乳 动 物 的 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 。 

在 哺乳 动物 体内 ,人 们 已 发 现 近 25 种 以 上 的 含 硒 蛋 白 ( 表 41-1), 其 中 绝 大 多 数 在 体内 参与 氧化 还 原 反应 。 





喧 表 41-1 哺乳 动物 体内 的 主要 含 硒 蛋 白 





蛋白 名 称 序列 特征 与 功能 
含 硒 蛋 白 15(Sep15) 位 于 内 质 网 ,与 参与 蛋白 质 折 蚕 质量 控制 的 UDP- 葡 糖 糖 蛋白 糖 基 转 移 酶 紧密 结合 
去 碘 酶 有 3 种 不 同 的 形式 ,催化 甲状 腺 素 的 激活 或 失 活 
谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 至 少 有 5 种 不 同 的 形式 ,有 的 呈 组 织 特异 性 分 布 
Sel 于 含有 CXXU 序列 模 体 ,可 能 参与 氧化 还 原 反 应 
SelI 可 能 是 一 种 腊 内 在 蛋白 
Sel 区 膜 蛋 白 ,可 能 参与 氧化 还 原 反 应 的 调控 
Sel 工 仅 存 在 于 海洋 动物 ,可 能 参与 氧化 还 原 反应 
Sel M 含有 CXXU 序列 模 体 , 可 能 参与 氧化 还 原 反 应 
Msr A 是 一 种 甲 硫 氮 酸 硫化 物 还 原 酶 
SelN 存在 于 内 质 网 ,突变 可 导致 肌肉 疾病 
Sel 0 含有 CXXU 序列 模 体 ,可 能 参与 氧化 还 原 反应 
SelP 是 血浆 中 的 主要 含 硒 蛋 白 , 是 已 知 唯一 的 一 种 含有 多 个 Sec 的 蛋白 质 , 例 如 和 人 的 SelP 含 
有 10 个 Sec 
SelR 在 细胞 质 或 细胞 核 ,保护 细胞 受 氧 化 胁迫 的 破坏 
SelS 参与 肝 细胞 的 葡萄 糖 代谢 和 内 质 网 蛋白 的 逆向 归 位 
硒 磷 酸 合成 酶 催化 硒 化 物 和 ATP 形成 单 硒 磷 酸 
SelT 含有 CXXU 序列 模 体 ,可 能 参与 氧化 还 原 反 应 


硫 氧 还 蛋白 还 原 酶 (TR) 有 TR1、TR2 和 TR3 三 种 形式 ,其 中 TR1 存在 于 多 种 细胞 的 细胞 质 ,参与 氧化 还 原 反 应 
的 调节 ,TR2 位 于 线粒体 ,TR3 位 于 罕 丸 的 内 质 网 ,能 还 原 GSSG 


Sel V 含有 CXXU 序列 模 体 ,可 能 参与 氧化 还 原 反 应 
Sel 观 类 似 于 Sel V, 只 在 肌肉 组 织 中 表达 ,可 能 具有 抗 氧 化 功能 


第 二 节 ”翻译 哲 停 


翻译 的 延伸 并 不 一 定 以 匀速 进行 ,在 mRNA 编码 区 内 可 能 存在 一 些 "瓶颈 ”影响 到 延伸 的 速率 ， 
例如 遇 到 稀有 密码 子 ,或 者 mRNA 的 某 些 区 域 的 序列 正好 与 rRNA 序列 同 源 。 当 核糖 体 遇 到 这 些 “ 瓶 
颈 " 的 时 候 , 翻译 可 能 不 得 不 暂停 。 也 许 , 在 编码 区 内 发 生 的 翻译 和 暂停 对 于 新 生 多 肽 链 的 正确 折 礁 十 
分 重要 。 在 蛋白 质 共 翻译 的 定向 和 分 拣 途 径 之 中 ,SRP 与 信号 序列 的 结合 也 导致 翻译 的 暂停 ,这 样 的 
暂停 只 有 在 SRP/ 核糖 体 正确 地 停泊 在 内 质 网 膜 上 以 及 SRP 解 离 后 才 会 解除 。 

翻译 的 暂停 可 让 两 个 相 邻 的 结构 域 独立 地 发 生 折 乔 。 以 酵母 的 一 个 与 Trp 合成 有 关 的 双 功能 酶 
为 例 , 它 由 7RP3 基因 编码 ,其 N 端 结构 域 具 有 邻 氨基 葵 甲 酸 合成 酶 开 活 性 ,而 C 端 结构 域 具 有 吗 | 吹 
甘油 磷酸 合成 酶 活性 ,其 中 的 C 端 结构 域 含有 10 个 相 邻 的 稀有 密码 子 。 如 果 使 用 同 义 的 富有 密码 子 
代替 这 10 个 稀有 密码 子 , 那 对 邻 氨基 茶 甲 酸 合成 酶 开 的 活性 就 无 影响 ,但 C 端的 吗 吕 甘 油 磷 酸 合成 
酶 的 比 活性 却 降低 了 。 这 说 明 富有 密码 子 的 快速 翻译 ,使 得 翻译 出 来 的 部 分 缺乏 足够 的 时 间 进 行 最 
佳 地 折 丢 。 

人 体内 有 一 种 多 药物 抗 性 1(multidrug resistance 1,MDR1) 基因 ,编码 一 种 叫 P- 糖 蛋白 (P-glycoprotein) 
的 跨 膜 转运 蛋白 ,能 将 多 种 药物 运 出 细胞 ,从 而 影响 药物 疗效 。 在 研究 基因 结构 时 , 发现 一 种 MDR7 
发 生 沉 默 突 变 的 变 体 , 与 野生 型 相 比 , 变 体 细胞 在 向 胞 外 输出 药物 的 效率 上 发 生 了 显著 变化 。 这 种 沉 
默 突变 虽然 没有 改变 P- 糖 蛋 白 的 一 级 结构 ,但 却 将 它 的 一 种 氨基 酸 的 富有 密码 子 变 成 稀有 密码 子 ， 
从 而 导致 翻译 速度 下 降 。 这 可 影响 到 P- 糖 蛋白 的 折 和 琶 ,使 得 突变 体 细胞 内 的 P- 糖 蛋白 的 三 维 结构 
与 野生 型 细胞 有 所 不 同 ,特别 是 在 结合 药物 和 抑制 剂 的 位 点 上 。 这 说 明 一 级 结构 完全 相同 的 蛋白 质 
在 不 同 细胞 内 可 折 登 成 具有 不 同 结构 和 功能 的 蛋白 质 。 

此 外 ,已 有 某 些 证 据 表 明 ,N 端 和 C 端的 螺旋 或 B 折 友 更 喜欢 使 用 富有 密码 子 ,而 在 37 个 大 肠 
杆菌 多 结构 域 蛋 白质 的 结构 域 之 间 的 氨基 酸 残 基 更 倾向 使 用 稀有 密码 子 。mRNA 的 二 级 结构 以 及 缺 
乏 特 定 的 tRNA 也 都 可 能 导致 翻译 的 暂停 ,而 任何 一 种 暂停 有 时 可 能 会 导致 翻译 的 终止 。 


推荐 网 址 : 

1. http :JWen.wikipedia.org/wiki/Translational_frameshift (维基 百科 有 关 翻 译 水 平移 框 的 内 容 ) 

2. http:/Wbass.bio.uci.edu/~hudel/bs99a/lecture26/lecture7_6.html (美国 加 利 福 尼 亚 大 学 欧文 分 校 一 个 生 
物 学 网 站 ,有 关 含 硒 半 胱 氨 酸 参 人 和 蛋白质 的 内 容 ) 


参考 文献 : 


. 下 rzycki 」 A. Functional context ,biosynthesis ,and genetic encoding of pyrrolysine. Current Opiniom 记 


Microbiology ,14:342-349 ,2011. 


ja 


ktD 


. Kisselev L,et al. Translation termination in pyrrolysine-utilizing archaea. FEBS Fetters,$83:3 455-3 460， 
2009. 


ULD 


. Ivanov 工 P,Atkins JJ 了. Ribosomal frameshifting in decoding antizyme mRNAsS from yeast and protists to 
humans :close to 300 cases reveal remarkable diversity despite underlying conservation. Nucleic 4cids Res， 


35 (6):1 842-1 858 ,2007. 


上 


. Vadim N,et al. Cladyshev,Pyrrolysine and Selenocysteine Use Dissimilar Decoding Strategies. J Bizol 
Chem,280:20 740-20 751 ,2005. 


Cn 


. Srinivasan C ,et al. Pyrrolysine encoded by UAG in Archaea:charging of a UAG-decoding specialized 
tRNAL. Scienrce,296:1 459-1 462 ,2002. 


本 章 小 结 填 填 看 


587 


588 


名 ”第 四 十 二 章 ”原核 生物 的 基因 表达 调控 


任何 一 种 生物 的 基因 表达 都 受到 严格 的 调控 。 无 论 是 原核 生物 还 是 真 核 生物 ,基因 组 内 的 各 基 
因 在 某 一 时 刻 并 不 需要 都 处 于 表达 的 状态 , 而 即使 表达 的 基因 ,其 强度 也 不 一 样 。 例 如 ,大 肠 杆 菌 基 
因 组 约 有 4 000 个 基因 ,但 一 般 情 况 下 只 有 5%~109% 处 于 高 表达 状态 ,其 他 基因 有 的 处 于 低 表 达 状 
态 , 有 的 暂时 不 表达 。 实 际 上 ,所 有 生物 体内 的 基因 根据 表达 的 状态 可 分 为 两 组 ,一 组 是 组 成 型 基因 
(constitutive gene) 或 管家 基因 (house-keeping gene), 这 一 组 基因 是 维持 细胞 的 基本 活动 所 必需 的 ,它们 
在 所 有 的 细胞 内 都 自始至终 处 于 开放 状态 ,如 参与 糖 酵 解 代谢 的 基因 和 核糖 体 蛋 白 基 因 ; 另 一 组 是 诱 
导 型 基因 (inducible gene) 或 奢侈 基因 (luxury gene), 它 们 仅仅 在 特定 的 细胞 内 、 特 定 的 生长 或 发 育 阶 段 
或 在 特殊 的 条 件 下 才 会 表达 。 不 论 管家 基因 还 是 奢侈 基因 ,它们 的 表达 都 受到 调控 ,只 是 调控 的 机 制 
和 幅度 有 所 差别 。 

基因 的 表达 模式 可 分 为 正 调控 (positive control) 和 负 调 控 (negative control), 其 中 原核 生物 主要 使 
用 负 调 控 , 而 真 核 生物 主要 使 用 正 调 控 。 如 果 是 在 转录 水 平 的 调控 ,这 两 种 调控 模式 一 般 都 涉及 特定 
的 调节 蛋白 与 DNA 特定 序列 之 间 的 相互 作用 。 负 调控 是 指 在 没有 调节 和 蛋白 或 者 调节 蛋白 失 活 的 情 
况 下 ,基因 正常 表达 ;一 旦 有 调节 和 蛋白 或 者 调节 和 蛋白 被 激活 ,基因 则 不 能 表达 。 而 正 调控 是 指 在 没有 
调节 和 蛋白 或 者 调节 蛋白 失 活 的 情况 下 ,基因 不 表达 或 者 低 表 达 ; 一 旦 有 调节 蛋白 或 者 调节 蛋白 被 激 
活 ,基因 才能 表达 或 者 大 量 表达 。 

原核 生物 通常 生活 在 多 变 的 环境 之 中 ,环境 中 的 营养 .温度 ,渗透 压 和 pH 等 条 件 很 容易 发 生变 
化 ,为 了 能 够 更 好 地 生存 和 繁衍 ,需要 随时 改变 自身 基因 的 表达 状况 ,通过 选择 性 激活 或 抑制 某 些 基 
因 的 活性 ,以 调整 体内 执行 相应 功能 的 蛋白 质 或 酶 的 种 类 和 数量 ,从 而 改变 细胞 的 代谢 和 活动 。 

原核 生物 基因 的 表达 调控 可 以 在 几 种 不 同 的 水 平 上 进行 ,但 最 重要 的 控制 环节 是 转录 水 平 ,尤其 
是 在 转录 起 始 阶段 。 除 此 以 外 ,基因 表达 调控 也 可 以 在 DNA 水 平和 翻译 水 平 上 进行 。 

本 章 将 从 几 个 不 同 的 层次 介绍 原核 生物 基因 表达 的 调控 机 制 , 会 重点 介绍 操纵 子 、 弱 化 子 、 反 义 
RNA 和 核 开关 等 重要 概念 。 


第 一 节 在 DNA 水 平 上 的 调控 
DNA 水 平 上 的 调控 主要 是 通过 基因 的 拷贝 数 .启动 子 的 强 弱 和 DNA 重 排 来 进行 。 


一 、 基 因 的 拷贝 数 

一 个 基因 的 拷贝 数 直接 影响 到 转录 的 效率 , 显然 拷贝 数 越 高 ,转录 效率 就 越 高 。 然 而 ,细菌 基因 
组 DNA 上 的 绝 大 多 数 基因 为 单 拷贝 ,只 有 少数 基因 有 多 个 拷贝 ,如 rRNA 的 基因 。rRNA 基因 为 多 拷 
贝 以 及 启动 子 是 超 强 启动 子 , 这 两 个 性 质 可 满足 细胞 对 rRNA 的 大 量 需求 。 


二 、 局 动 子 的 强 弱 

这 是 调控 管家 基因 表达 的 主要 方式 。 管 家 基因 需要 每 时 每 刻 都 表达 ,但 不 同 的 管家 基因 表达 的 
效率 并 非 一 样 ,主要 原因 是 不 同 的 管家 基因 在 启动 子 序列 上 不 完全 相同 。 在 “DNA 转录 ”一 章 已 强调 
过 ,一 个 基因 的 启动 子 序列 与 启动 子 的 一 致 序列 越 接近 ,表达 效率 就 越 高 ,这 样 的 启动 子 属于 强 启动 





we 


子 ; 反 之 ,表达 效率 就 越 低 , 属于 弱 启 动 子 。 对 于 某 一 种 生物 来 说 ,其 基因 组 内 各 个 管家 基因 所 具有 的 
启动 子 是 强 是 弱 早 已 “命中 注定 ” ,在 生物 的 进化 过 程 中 ,它们 在 表达 上 的 差异 按照 机 体 的 需要 已 事先 
设 定好 。 


三 、DNA 重 排 

DNA 重 排 属 于 DNA 重组 的 一 种 形式 。 通 过 重 排 ,可 以 改变 一 个 基因 与 其 控制 元 件 之 间 的 关系 ， 
也 可 以 缩短 基因 之 间或 基因 片段 之 间 的 距离 ,从 而 实现 对 某 些 基因 表达 的 调控 。 

蓝 细 菌 (4nabaoena sp.) PCC 7120 是 一 种 丝 状 固氮 菌 。 如 果 生 活 在 含有 复合 氮 ( 贸 盐 或 硝酸 盐 ) 的 
培养 基 上 ,它们 就 会 聚集 在 一 起 ,形成 一 种 仅 由 营养 性 细胞 (vegetative cell) 组 成 的 长 链 状 结构 ;如 果 没 
有 复合 氮 ,它们 能 将 空气 中 的 N; 固定 成 氮 再 加 以 利用 。 由 于 催化 固氮 反应 的 固氮 酶 遇 到 0, 就 失 活 ， 
因此 ,固氮 反应 只 能 发 生 在 无 氧 的 细胞 中 。 

在 没有 复合 氮 的 条 件 下 , 蓝 细菌 PCC7120 能 够 分 化 出 叫 异 胞 体 (heterocyst) 的 无 氧 细胞 ,以 克服 
0; 对 固氮 反应 的 抑制 。 参 与 固氮 的 主要 基因 有 由 11、mwmD 和 忆 丰 ,它们 编码 固氮 酶 的 不 同 亚 基 。 在 营 
养性 细胞 的 DNA 上 ,这 3 个 基因 彼此 之 间 相 距 甚 远 ,特别 是 wwD 和 到 慌 相 距 约 11 khb。 但 在 异 胞 体内 ， 
nizD 和 冀 大 之 间 的 间 揪 序列 已 不 见 了 。mD 和 到 仆 之 间 间 插 序 列 的 消失 ,使 wD 和 六 下 受 控 于 同一 
个 操纵 子 , 从 而 能 够 等 量 表达 (图 42-1)。 
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那 mmDP 和 到 艳 之 间 的 间 揪 序列 是 如 何 被 切除 的 呢 ? 原来 是 异 胞 体 在 分 化 的 过 程 中 ,经 历 了 位 点 特 
异性 重组 ,由 XisA 重组 酶 催化 。XisA 重组 酶 利用 了 zzD 和 两 侧 由 11 bp 组 成 的 直接 重复 序列 进行 重组 。 


第 二 节 ”在 转录 水 平 上 的 调控 


原核 生物 的 基因 表达 调控 主要 发 生 在 转录 水 平 上 。 绝 大 多 数 原 核 细胞 的 mRNA 半衰期 很 短 ， 
因此 ,大 多 数 多 肽 的 翻译 速率 直接 与 其 基因 的 转录 活性 相关 联 。 一 旦 基因 转录 关闭 ,mRNA 就 迅速 
被 降解 。 

转录 水 平 的 调控 既 可 以 在 转录 的 起 始 阶段 ,又 可 以 在 终止 阶段 进行 , 现 分 别 加 以 介绍 。 


一 、 转 录 起 始 水 平 上 的 调控 
操纵 子 (operon) 是 原核 生物 基因 表达 调控 最 重要 的 形式 ,原核 生物 的 基因 多 数 以 操纵 子 的 形式 
组 成 基因 表达 调控 的 单元 。 例 如 ,大 肠 杆菌 基因 组 共有 4 289 个 基因 ,但 绝 大 多 数 基 因 都 被 组 织 在 约 








(442 
尔 认 为 还 有 哪些 机 
制 可 以 让 一 个 管家 基因 的 表 
达 "“ 先 天 不 足 ”? 
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578 个 操纵 子 之 中 。 

操纵 子 的 概念 和 模型 最 早 由 法 国 科 学 家 Francois Jacob 和 Jacques Monod 于 1962 年 提出 。 虽 然 真 
核 生物 一 般 没有 操纵 子 结构 ,但 操纵 子 所 涉及 的 一 些 基本 原理 也 适用 于 真 核 生物 。 

操纵 子 模型 认为 :一 些 功 能 相关 的 结构 基因 成 复 存 在 ,构成 所 谓 的 多 顺 反 子 (polycistron), 它 们 的 
表达 作为 一 个 整体 受到 控制 元 件 (control element) 的 调节 。 控 制 元 件 由 启动 子 、 操 纵 基 因 (operator) 和 
调节 基因 组 成 ,其 中 操纵 基因 又 称 为 操作 子 。 调 节 基 因 编 码 调节 蛋白 ,与 操纵 基因 结合 而 调节 结构 基 
因 的 表达 。 如 果 调 节 基 因 编 码 的 蛋白 质 与 操纵 基因 的 结合 是 阻 过 基因 的 表达 ,这 样 的 调控 就 为 负 调 
控 , 相 应 的 调节 和 蛋白 就 是 阻 遏 蛋 白 (repressor); 如 果 调 节 基 因 编 码 的 蛋白 质 与 操纵 基因 的 结合 是 激活 
基因 的 表达 ,这 样 的 调控 就 为 正 调控 ,相应 的 调节 和 蛋白 就 是 激活 蛋白 (activator)。 

(一 ) 大 肠 杆菌 的 乳糖 操纵 子 

1. 乳糖 操纵 子 的 负 调 控 

大 肠 杆菌 的 乳糖 操纵 子 (1ac operon) 是 第 一 个 被 阐明 
的 操纵 子 。 早 在 20 世纪 50 年 代 ,Jacob 和 Monod 就 开始 
研究 大 肠 杆 菌 的 乳糖 代谢 ,集中 研究 乳糖 对 乳糖 代谢 酶 的 
诱导 (induction) 现象 (图 42-2): 如 果 供 大 肠 杆菌 生 长 的 培 
养 基 中 没有 乳糖 , 那 细胞 内 参与 乳糖 分 解 代 谢 的 3 种 酶 ， 
即 B- 半 乳 糖苷 酶 .乳糖 透 过 酶 (lactose permease) 和 琉 基 
半 乳 糖苷 转 乙 酰 酶 (thiogalactoside transacetylase) 就 很 少 ， 
这 时 细胞 内 B- 半 乳 糖苷 酶 的 量 很 少 ,平均 每 个 细胞 只 
有 0.5~5 个 。 可 是 一 旦 在 培养 基 中 加 入 乳糖 或 乳糖 类 似 
物 ,在 几 分 钟 内 ,每 个 细胞 中 的 B- 半 乳 糖苷 酶 分 子 数 量 
又 增 , 可 高 达 5 000 个 ,有 时 甚至 可 占 细菌 可 溶性 蛋白 的 
5%~10%。 与 此 同时 ,其 他 两 种 酶 的 分 子 数 也 迅速 提高 。 
由 此 可 见 ,新 合成 的 B- 半 乳 糖苷 酶 . 透 过 酶 和 乙酰 化 酶 
是 由 底 物 乳糖 或 其 类 似 物 直接 诱导 产生 ,乳糖 及 其 相关 类 似 物 因此 被 称 为 诱导 物 (inducer)。 

B- 半 乳糖 苷 酶 是 由 lac2 基因 编码 ,主要 作用 是 催化 乳糖 分 子 内 B- 糖苷 键 的 水 解 ,还 催化 少量 乳 
糖 变 成 别 乳 糖 (allolactose); 透 过 酶 由 /aecY 基 因 编 码 , 是 一 种 跨 膜 转运 蛋白 ,负责 将 培养 基 中 的 乳糖 运 
输 到 胞 内 ;乙酰 化 酶 由 lac4 基因 编码 ,可 催化 乙酰 基 从 乙酰 辅酶 A 转移 到 B- 半 乳 糖 芽 上 ,但 其 功能 
至 今 仍 不 清楚 。 

为 了 搞 清 楚 乳 糖 诱导 现象 的 分 子 机 制 ,Jacob 和 Monod 筛选 出 了 一 系列 大 肠 杆菌 乳糖 代谢 的 突变 
体 , 并 对 各 种 突变 体 进行 了 详尽 的 遗传 学 研究 ,在 取得 翔实 的 实验 数据 的 基础 上 ,进行 了 严密 的 逻辑 
推理 ,最 终 提 出 了 操纵 子 假说 。 

首先 ,他 们 注意 到 参与 乳糖 代谢 的 3 个 结构 基因 的 调控 是 协调 一 致 的 ,三 种 酶 合成 的 时 间 和 速度 
几乎 相同 ,这 就 意味 着 它们 可 能 有 一 个 共同 的 控制 元 件 或 启动 子 ; 其 次 ,遗传 作 图 研究 表明 ,三 种 酶 的 
基因 紧密 连锁 在 一 起 ,这 为 三 种 酶 以 多 顺 反 子 的 形式 存在 提供 了 证 据 ; 随 后 的 极 性 突变 实验 为 多 顺 反 
子 的 存在 提供 了 进一步 的 证 据 。 他 们 的 实验 结果 是 :lac2 的 突变 降低 ucyY 和 ac4 的 表达 ;lacy 的 突变 
降低 /ac4 的 表达 ,但 不 影响 lac2 的 表达 ;lac4 的 突变 不 影响 lacZ 和 lacy 的 表达 。 

Jacob 和 Monod 还 得 到 了 其 他 一 些 很 特别 的 突变 体 , 在 综合 各 种 突变 体 的 研究 成 果 之 后 ,终于 提 
出 了 野生 型 大 肠 杆菌 半 乳 糖 操 纵 子 的 模型 (图 42-3)。 再 经 过 多 年 不 断 的 补充 和 改进 ,现代 的 乳糖 操 
纵 子 模型 已 日 至 完善 ,其 主要 内 容 是 :乳糖 操纵 子 由 调节 基因 启动 子 .操纵 基因 和 3 个 结构 基因 组 
成 ， im 启动 子 和 操纵 基因 构成 控制 元 件 ,共同 控制 结构 基因 的 表达 。 操 纵 基 因 位 于 启动 

和 结构 基因 之 间 , 其 核心 结构 是 一 段 长 为 21 bp 的 回 文 序列 ;@ 调 节 基 因 (ac7) 独立 地 表达 ,编码 阻 
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42-3 ”大 肠 杆菌 半 乳 糖 操纵 子 模型 


遏 和 蛋白, 但 由 于 受 弱 启动 子 的 控制 , 阻 遏 蛋白 在 细胞 内 总 是 维持 在 较 低 的 浓度 ;(3) 阻 过 蛋白 为 四 聚 体 


蛋白 ,在 无 乳 灶 的 情况 下 ,与 操纵 基因 (1acO) 结 合 , 阻 断 RNA 聚合 酶 启动 结构 基因 的 转录 ,但 这 种 结 
合并 不 完全 ,因此 ,会 有 微量 的 B- 半 乳 糖苷 酶 .乳糖 透 过 酶 和 转 乙酰 酶 的 合成 ;@ 一 旦 高 浓度 的 乳糖 
进入 细胞 ,在 细胞 内 残留 的 B- 半 乳 糖苷 酶 催化 下 ,一 部 分 乳糖 发 生 异 构 化 , 变 成 别 乳糖 。 而 别 乳糖 作 
为 别 构 效应 物 与 阻 晕 蛋 白 结合 ,改变 阻 遇 蛋白 的 构象 ,使 其 不 能 再 与 操纵 基因 结合 ,操纵 子 就 被 打开 ; 
@@ 在 阻 歇 蛋白 与 操纵 基因 解 离 以 后 ,RNA 聚合 酶 与 启动 子 结合 ,启动 3 个 结构 基因 的 转录 ,产生 lacZ、 
Jacy 和 1ac4 的 共 转 录 物 ,但 翻译 却 是 独立 地 进行 ,从 而 产生 3 种 不 同 的 酶 ;@ 由 于 阻 过 蛋白 与 操纵 基 
因 的 结合 阻 断 了 结构 基因 的 表达 ,因此 ,乳糖 操纵 子 受到 它 的 负 调 控 ;@ 〇 发生 在 控制 元 件 内 的 突变 可 
影响 到 结构 基因 的 表达 。 
RN 全 和 下 全 和 MU 
ao 上-o oo- 万 片 o ogg pyanoside,IPTG), 是 -种 人 工 合成 的 乳糖 类 似 物 ( 图 42_4)， 
oH 匠 ， oH 能 够 迅速 和 持续 地 刺激 乳糖 操纵 子 结构 基因 的 表达 ,这 是 
0 和 0 。 因为 它 本 身 并 不 能 被 6- 半 乳 精 董 酶 降解 ,因此 被 称 为 安 飞 


CHLOH CH， 诱导 物 (gratuitous inducer)。 
问 0 井 一 0 X 射线 衍射 数据 表明 ,构成 乳糖 操纵 子 的 阻 允 蛋 白 的 
Ka sa 每 一 个 亚 基 上 共有 3 个 结构 域 :N 端 结构 域 (1-62) 核心 结 
HoH 构 域 (63~340) 和 C 端 结构 域 (341~357)。CDN 端 结构 域 还 
DTG 可 以 分 为 2 个 功能 区 ,一 个 与 DNA 上 特殊 的 碱 基 序列 结合 


图 42-4 8 粮 和 IPTG 的 化 学 结构 (1-45), 另 一 个 为 冬 链 区 (46-62)。 与 DNA 结合 的 区 域 含有 
一 种 典型 的 DNA 结合 模 体 一 一 螺旋 - 转角 - 螺旋 , 它 主 要 在 双 螺 旋 大 沟 与 DNA 结合 。 匀 链 区 将 阻 
过 蛋白 的 DNA 结合 区 域 与 核心 结构 域 联系 起 来 ,使 得 两 个 结构 域 可 以 独立 地 移动 。 此 外 , 匀 链 区 也 
参与 阻 遏 蛋白 与 操纵 子 的 结合 ,其 内 部 的 一 段 无 规则 卷曲 (50~58) 在 与 DNA 结合 以 后 转变 成 w 螺旋 ， 
这 有 助 于 DNA 结合 区 域 采取 更 好 的 取向 ,从 而 稳定 阻 遏 蛋 白 与 操纵 基因 的 结合 。@ 核 心 结构 域 为 诱 
导 物 结合 区 域 ,由 两 个 结构 相似 的 亚 结构 域 组 成 。 每 一 个 亚 结构 域 含有 一 个 6 股 B 折 友 和 环绕 在 外 
的 4 段 a 螺旋 。@)C 端 结构 域 与 四 聚 体 的 形成 有 关 。 

乳糖 操纵 子 实 际 上 含有 3 个 阻 遇 蛋白 结合 位 点 一 一 0O,、0: 和 0: (图 42-5)。 这 3 个 位 点 是 实现 最 
大 限度 的 阻 遇 所 必需 的 。O, 就 是 最 早 发 现 的 操纵 基因 序列 , 它 与 启动 子 部 分 重 玛 ;0; 位 于 1ac7 的 内 部 ， 
在 0, 上 游 93 bp 的 区 域 ;0, 位 于 lac2 的 内 部 ,在 0 下游 401 bp 的 区 域 。 这 三 个 位 点 都 具有 接近 二 重 
对 称 的 结构 ,其 中 0, 要 比 0,、0; 对 称 , 因 此 与 阻 遇 蛋 白 结合 最 牢 。 在 阻 过 蛋白 -DNA 复合 物 之 中 ,每 
一 个 阻 遏 蛋白 四 聚 体 与 2 个 独立 的 结合 位 点 结合 , 即 每 一 个 二 聚 体 与 1 个 结合 位 点 结合 。 
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当 3 个 位 点 都 存在 的 时 候 , 阻 过 蛋白 抑制 转 
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录 起 始 的 幅度 可 达 近 1 000 倍 ; 如 果 缺 乏 0., 或 人 区 约 
03, 阻 过 效果 就 只 有 约 500 倍 ;如 果 0 和 0; 都 缺 O1_ 了 AATTGTGAGCGGATACAATT 了 
乏 , 阻 过 效果 就 只 有 20 倍 。 若 阻 过 蛋白 结合 到 0 人 
和 0: 上 ,0 和 03 之 间 的 DNA 就 弯曲 成 环 ,从 而 忆 /acZ 

进一步 降低 RNA 聚合 酶 与 启动 子 的 结合 。 若 阻 

遏 和 蛋白 结 合 到 0, 和 0, 上 ,0 和 0, 之 间 的 DNA 92 bp 401bp 


就 弯曲 成 环 ,这 可 直接 干扰 mRNA 的 合成 或 延伸 。 

一 且 诱 导 物 在 核心 结构 域 与 阻 遇 和 蛋白 结 合 ， 
阻 遏 蛋白 的 构象 即 发 生变 化 ,并 迅速 通过 贸 链 区 
传播 到 DNA 结合 区 域 ,而 导致 匀 链 区 内 的 a 螺旋 
结构 的 破坏 ,进而 降低 阻 遏 蛋白 与 操纵 基因 之 间 
的 亲和力 ,致使 DNA 被 释放 出 来 。 

2. 乳糖 操纵 子 的 正 调控 

乳糖 操纵 子 除 受 到 阻 遇 蛋白 的 负 调 控 以 
外 ,还 受到 分 解 物 激 活 蛋白 (catobolite activator 操纵 基因 
protein ,CAP) 的 正 调 控 。 儒 42-5 乳糖 操纵 子 阻 歇 蛋白 与 三 个 结合 位 点 的 结合 以 

正 调 控 是 在 对 大 肠 杆 菌 的 另外 一 种 代谢 现 。 及 PNA 环 结构 的 形成 (Watson 等 ,2007) 
象 , 即 葡萄 糖 效应 (glucose effect) 的 研究 中 发 现 的 。 人 们 很 早 就 知道 ,葡萄糖 的 存在 能 够 阻止 大 肠 杆 菌 
对 其 他 糖 类 的 利用 ,这 种 现象 被 称 为 葡萄 糖 效应 。 例 如 , 当 大 肠 杆菌 在 同时 含有 葡萄 糖 和 乳糖 的 培养 
基 中 生长 的 时 候 , 大 肠 杆菌 并 不 能 利用 乳糖 ,只 有 当 葡萄 糖 被 耗 尽 以 后 ,细胞 才能 够 代谢 乳糖 。 那 么 ， 
葡萄 糖 是 如 何 抑制 细胞 利用 乳糖 的 呢 ? 

1965 年 ,B Magasonik 等 人 发 现 ,在 大 肠 杆菌 中 也 有 cAMP ,而且 它 的 浓度 与 葡萄 糖 浓 度 呈 负 相 关 。 
cAMP 浓度 的 变化 与 腺 苷 酸 环 化 酶 (AC) 的 活性 直接 相关 联 , 即 高 浓度 的 葡萄 糖 因 抑制 AC 的 活性 而 导 
致 cAMP 浓度 的 下 降 。 那 么 ,是 不 是 细胞 内 cAMP 浓度 的 下 降 致使 乳糖 不 能 被 利用 的 呢 ? 

为 了 和 弄 清 cAMP 浓度 的 变化 与 乳糖 利用 之 间 的 关系 ,有 人 将 易于 通过 大 肠 杆菌 细胞 膜 的 cAMP 类 
似 物 一 一 双 丁 酰 -ecAMP 加 入 到 含有 葡萄 糖 和 乳糖 的 培养 基 中 ,结果 发 现 乳 糖 操纵 子 受到 诱导 ,乳糖 
能 够 被 利用 了 。 这 就 说 明 cAMP 浓度 的 升 高 的 确 是 细胞 能 够 利用 乳糖 的 前 提 。 然 而 ,cAMP 浓度 的 升 
高 又 是 如 何 打 开 乳 糖 操纵 子 的 呢 ? 

当 人 们 得 到 两 种 很 特殊 的 大 肠 杆菌 突变 体 以 后 ,上 面 的 问题 才 有 了 答案 。 这 两 种 突变 体 都 只 能 
利用 和 葡萄糖, 不 能 利用 其 他 碳水 化 合 物 , 其 中 一 种 突变 体 的 4C 基因 有 缺陷 ,因此 在 任何 情况 下 ,都 
不 能 合成 cAMP; 另 一 种 突变 体 缺 乏 一 种 能 与 cAMP 结合 的 蛋白 , 即 cAMP 受 体 蛋 白 (cAMP receptor 
protein,CRP)。CRP 就 是 分 解 物 激活 蛋白 CAP, 这 种 突变 体 在 加 入 外 源 的 cAMP 以 后 也 不 能 利用 乳糖 。 
这 两 类 突变 体 的 存在 不 但 进一步 确定 了 cAMP 与 乳糖 代谢 之 间 的 关系 ,而 且说 明了 cAMP 是 通过 CAP 
起 作用 的 。 

CAP 由 2 个 相同 的 亚 基 组 成 ,每 1 个 亚 基 有 2 个 结构 域 ,1 个 在 N 端 ,含有 cecAMP 结合 位 点 , 另 
1 个 在 C 端 ,含有 螺旋 - 转角 - 螺旋 ,负责 与 DNA 结合 。CAP 必须 与 cAMP 结合 以 后 才 有 活性 。 当 
cAMP 与 CAP 结合 以 后 ,CAP 的 构象 即 发 生变 化 ,其 C 端的 螺旋 - 转角 - 螺旋 采取 合适 的 取向 ,从 而 
能 够 识别 并 结合 DNA 上 的 特异 性 位 点 。 

CAP-cAMP 与 DNA 结合 的 特异 性 位 点 由 26 bp 组 成 ,位 于 乳糖 操纵 子 的 启动 子 紧 靠 -35 区 的 上 
游 ,其 一 致 序列 是 一 段 不 完善 的 回 文 序列 一 TCTGA-Ne-TCACA ,该 位 点 称 为 CAP 位 点 。CAP-cAMP 
与 CAP 位 点 的 结合 可 导致 周围 的 DNA 产生 小 的 弯曲 ,CAP 因此 能 够 与 RNA 聚合 酶 全 酶 在 w 亚 基 








(42/ 

的 C 端 结构 域 (a-CTD) 相互 作用 ,从 而 有 
利于 RNA 聚合 酶 与 启动 子 的 结合 ,以 及 
DNA 双 螺 旋 的 局 部 解 链 ,最 终 激活 了 下 游 
基因 的 转录 (图 42-6)。 

CAP 位 点 不 仅 存在 于 乳糖 操纵 子 的 
附近 ,还 存在 于 其 他 一 些 与 碳 源 分 解 代 谢 
有 关 的 操纵 子 的 周围 ,如 半 乳 糖 操纵 子 和 
阿拉 伯 糖 操纵 子 , 这 也 说 明 CAP-cAMP 能 
激活 多 个 操纵 子 的 活性 。 

乳糖 操纵 子 之 所 以 受到 双重 调控 ,有 
2 个 原因 :一 是 使 细胞 能 够 优先 利用 葡萄 
糖 ,而 优先 利用 葡萄 糖 对 细胞 来 说 是 有 益 
的 ,因为 参与 葡萄 糖分 解 的 即 编码 糖 酵 解 
42-6 CAP-cAMP 与 RNA 聚合 酶 以 及 乳糖 操纵 子 的 相互 作用 ”的 各 个 酶 的 基因 均 是 管家 基因 ,这 样 一 来 
ee 和 葡萄糖 可 以 迅速 地 被 分 解 ,为 细胞 提供 能 
量 ; 二 是 jac 启动 子 天 生 是 一 个 弱 启 动 子 ,CAP-cAMP 的 激活 就 弥补 了 其 启动 子 活 性 的 “先天 不 足 ”。 

(二 ) 大 肠 杆菌 的 阿拉 伯 糖 操纵 子 

乳糖 操纵 子 模型 的 巨大 成 功 曾 使 Monod 一 度 认为 ,大 肠 杆 菌 内 所 有 基因 表达 的 调控 都 是 负 调控 。 如 果 将 乳糖 操纵 子 
然而 ,就 在 他 与 Jacob 一 起 建立 乳糖 操纵 子 模型 的 时 候 ,Ellis Englesberg 却 在 研究 大 肠 杆菌 对 阿拉 伯 精 。 交合 训 也 训 下 家 和 
的 代谢 。Enghsberg 在 进行 了 一 系列 遗传 学 分 析 以 后 ,认为 阿拉 伯 糖 操纵 子 受到 正 调控 。 他 的 正 调控 糖 效应 吗 ? 为 什么 ? 
假说 在 相当 长 的 一 段 时 间 以 后 才 被 接受 。 

阿拉 伯 糖 操纵 子 编码 3 个 与 阿拉 伯 糖 代谢 有 关 的 酶 (图 42-7): 由 ara4 基因 编码 的 阿拉 伯 糖 异 构 
酶 ,由 araB 基因 编码 的 核 酮 糖 激酶 ,由 oraD 基因 编码 的 5- 磷酸 核 酮 糖 差 向 异 构 酶 。 这 3 个 结构 基 
因 按 照 oraB、ara4 和 araD 的 顺序 排列 ,简称 为 uraB4D, 共 同 受 uraC 基因 的 产物 AraC 蛋白 和 CAP- 
cAMP 控制 。 
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尔 认 为 使 用 随机 突 
变 的 方法 获得 组 成 型 的 乳糖 
操纵 子 , 与 获得 组 成 型 的 阿 
拉 伯 糖 操纵 子 相 比 , 哪 一 个 
更 容易 ? 为 什么 ? 


(无 色 氨 酸 
前 导 序 列 
PO (rp7) 





与 乳糖 操纵 子 不 同 的 是 ,阿拉 伯 糖 操纵 子 的 调节 蛋白 既是 一 种 激活 蛋白 ,又 是 一 种 阻 遇 蛋 白 。 那 
AraC 是 如 何 做 到 这 一 点 的 呢 ? 仔细 观察 阿拉 伯 糖 操纵 子 在 调节 区 域 的 结构 ,就 能 找到 答案 。 

AraC 有 3 个 不 同 的 结合 位 点 :ara0:、aura0O 和 ara1, 其 中 arol 又 可 分 为 oran 和 araP。aural 位 于 
CAP 位 点 和 araB4D 的 启动 子 之 间 ;araOi 位 于 araC 启动 子 的 上 游 ;ara0; 位 于 uraC 基因 的 内 部 ,远离 
araOi。AraC 与 3 个 结合 位 点 的 亲和力 依次 是 oral >> ara0, >> araOi。 紧 靠 oral 上 游 的 CAP 结合 位 
点 用 来 激活 araB47D 启动 子 , 但 对 araC 启动 子 无 效 。 

在 无 阿拉 伯 糖 的 时 候 ,AracC 作为 阻 遏 蛋白 与 刻 和 0; 结合 。 与 刀 和 0; 结合 的 AraC 蛋白 分 子 
相互 作用 形成 二 聚 体 ,导致 它们 之 间 的 DNA 片段 形成 环 , 从 而 阻止 RNA 聚合 酶 与 oraC 启动 子 和 
araB41 启 动 子 的 结合 ,抑制 阿拉 伯 糖 操纵 子 和 araC 基 因 的 转录 。 此 外 ,过 量 的 AraC 还 可 以 和 0 结合 ， 
而 进一步 抑制 自身 的 合成 。 

在 有 阿拉 伯 糖 的 时 候 , 阿 拉 伯 糖 与 AraC 结合 ,与 阿拉 伯 糖 结合 的 AraC 作为 激活 蛋白 与 六 和 厂 
结合 ,原来 在 站 和 0, 之 间 的 DNA 环 消 失 , 如 果 这 时 也 无 葡萄 糖 , 那 细 胞 内 的 cAMP 浓度 就 会 升 高 ， 
cAMP-CAP 结合 在 五 附近 的 CAP 位 点 ,与 AracC 一 起 激活 AraBAD 的 表达 。 

(三 ) 大 肠 杆 菌 的 色 氢 酸 操 纵 子 

乳糖 操纵 子 和 阿拉 伯 糖 操纵 子 都 属于 诱导 型 操纵 子 (inducible operon), 这 是 因为 乳糖 和 阿拉 伯 糖 
都 是 作为 诱导 物 来 诱导 各 自 操纵 子 发 生 转 录 的 。 下 面 要 介绍 的 色 氨 酸 操 纵 子 是 一 种 阻 遏 型 的 操纵 子 
(repressible operon), 它 控制 5 种 参与 色 氮 酸 合成 的 酶 的 基因 的 表达 。 之 所 以 说 它 是 阻 遏 型 操纵 子 ,是 
因为 色 氮 酸 作为 辅 阻 遇 物 (co-repressor), 与 阻 遏 蛋白 结合 而 阻止 色 氮 酸 操 纵 子 的 表达 。 

除了 色 氮 酸 操纵 子 是 阻 遇 型 以 外 ,其 他 与 合成 代谢 有 关 的 操纵 子 也 属于 阻 遇 型 操纵 子 , 如 组 氨 酸 
操纵 子 。 一 般 说 来 ,控制 分 解 代谢 的 操纵 子 为 诱导 型 ,控制 合成 代谢 的 操纵 子 属 于 阻 过 型 。 操 纵 子 如 
此 的 分 工 使 得 细胞 能 够 对 环境 或 胞 内 的 代谢 变化 迅速 做 出 反应 。 

以 色 氮 酸 操纵 子 为 例 , 如 果 培 养 基 中 含有 Trp , 那 大 肠 杆菌 就 只 需 将 它 运 输 到 细胞 内 直接 利用 ， 
而 不 必 浪 费 能 量 自己 去 合成 ,因此 ,这 时 候 色 氨 酸 操纵 子 应 该 被 关闭 ;相反 ,如 果 培 养 基 中 没有 Trp， 
大 肠 杆菌 就 必须 “自力 更 生 ”, 自己 去 合成 ,以 满足 蛋白 质 合 成 对 它 的 需求 ,这 时 候 色 氨 酸 操纵 子 应 
该 被 打开 。 

色 氮 酸 操纵 子 的 结构 如 图 42-8 所 示 ,其 结构 基因 包括 tmp 尼 、irpD、impCirmpB 和 tp4, 这 些 结构 基因 
编码 的 酶 都 与 色 氮 酸 的 合成 代谢 有 关 。 除 了 这 5 个 结构 基因 以 外 ,在 tm 四 的 上 游 还 有 一 段 前 导 序 列 
(zzp7), 编码 一 段 齐 肽 ,其 内 部 含有 弱化 子 序列 ( 见 后 ); 操 纵 基 因 序 列 在 启动 子 和 tmp 之 间 , 无 CAP 位 点 ; 
调节 基因 ipR 远离 操纵 子 , 受 自身 启动 子 的 控制 ,持续 低 水 平 表 达 阻 过 蛋白 TrpR。 与 乳糖 操纵 子 的 
阻 遇 蛋 白 和 CAP 一 样 ,TrpR 也 含有 可 与 DNA 结合 的 模 体 结构 一 一 螺旋 - 转角 - 螺旋 。 然 而 ,单独 的 
TrpR 并 不 能 与 色 氮 酸 操 纵 基 因 结 合 ,因此 ,如 果 细胞 内 的 色 氮 酸 浓度 很 低 , TrpR 就 无 活性 , 色 氮 酸 操 
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纵 子 会 处 于 开放 的 状态 ,参与 色 氨 酸 合成 的 酶 就 会 表达 ,为 细胞 合成 必需 的 Trp。 当 细胞 内 的 Trp 积 
累 到 一 定 水 平 以 后 , 色 氮 酸 作为 辅 阻 遇 物 与 TrpR 结合 ,诱导 其 构象 变化 使 之 激活 ,随后 TrpR-Trp 就 
与 操纵 基因 结合 ,而 阻 遇 结构 基因 的 转录 。 

参与 色 氮 酸 合成 的 5 个 基因 除 受到 操纵 子 调控 以 外 ,还 受到 一 种 更 为 精细 的 调节 方式 即 弱 化 子 
的 调控 ,详情 参看 “弱化 子 ”。 

(四 ) 可 变 c 因子 的 切换 使 用 

细菌 负责 识别 启动 子 序列 的 是 RNA 聚合 酶 全 酶 中 的 c 因子 ,但 细胞 内 的 c 因子 并 非 只 有 一 种 ， 
许多 细菌 除了 具有 一 种 主要 的 c 因子 负责 识别 绝 大 多 数 基因 的 启动 子 以 外 ,还 具有 一 些 特别 的 e 因 
子 , 负 责 识 别 一 些 在 特殊 生长 条 件 下 (如 热 休 克 、 氮 饥饿、 孢子 形成 和 细菌 生长 稳定 期 适应 ) 才 需 要 表 
达 的 基因 (参看 第 三 十 六 章 “DNA 转录 ” 表 36-2)。 

许多 噬菌体 合成 自己 的 ec 因子 ,以 改变 宿主 细胞 RNA 聚合 酶 对 启动 子 的 特异 性 ,从 而 选择 性 地 
表达 自己 的 基因 ,而 枯草 杆菌 的 SPO1 喉 菌 体 则 是 通过 c 因子 的 级 联 表 达 , 来 控制 其 不 同感 染 阶 段 的 
基因 表达 (图 42-9)。 





侠 42-9 SPO1 噬菌体 的 c 因子 级 联 表达 控制 系统 


二 、 转 录 终 止 水 平 上 的 调控 一 一 终止 与 抗 终止 

与 转录 的 起 始 相 比 ,转录 的 终止 具有 较 大 的 灵活 性 。 通 过 改变 基因 转录 的 终止 ,不 仅 可 以 调节 一 
个 终止 子 下 游 的 基因 是 否 表达 ,还 可 以 影响 到 一 种 转录 物 3'UTR 的 结构 ,从 而 进一步 在 转录 后 水 平 对 
基因 表达 实行 调控 。 

有 三 种 调节 转录 终止 的 手段 :一 是 弱化 (attenuation); 二 是 核 开 关 ; 三 是 抗 终止 。 

(一 ) 弱化 

此 手段 是 建立 在 原核 生物 的 转录 与 翻译 偶 联 的 基础 上 ,通过 调节 特殊 的 终止 子 活 性 来 进行 的 。 

1. 大 肠 杆菌 色 氮 酸 操纵 子 内 的 弱化 子 

如 果 色 氮 酸 操纵 子 是 控制 Trp 合成 有 关 酶 基因 表达 的 唯一 手段 ,就 不 难 设 想 ,TrpR 的 缺失 将 导致 
色 氮 酸 操纵 子 对 培养 基 中 加 入 的 Trp 不 再 敏感 ,因为 细胞 内 已 没有 感应 色 氨 酸 浓 度 变 化 的 装置 。 然 而 ， 
事实 却 大 大 出 乎 人 们 的 意料 ,加 入 的 Trp 仍然 能 够 降低 imEDCB4 基因 的 表达 ,这 就 表明 了 细胞 内 一 
定 存在 其 他 的 机 制 调节 zzpEDCB4 基因 的 表达 。 

进一步 的 研究 显示 ,第 二 种 调节 机 制 就 是 参与 弱化 的 弱化 子 (attenuator), 它 与 TRNA (特别 是 色 氨 
酰 -tRNAT) 和 zzT 基 因 有 关 。 

弱化 子 是 一 种 更 为 精细 的 调节 基因 表达 的 模式 , 它 建 立 在 翻译 和 转录 之 间 偶 联 的 基础 上 ,因此 为 
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原核 细胞 所 特有 。 弱 化 子 一 般 存在 于 参与 生物 合成 的 操纵 子 之 中 ,与 操纵 基因 一 起 ,共同 调节 参与 生 
物 合成 酶 的 基因 的 表达 。 

如 图 42-10 所 示 ,大 肠 杆 菌 的 色 氨 酸 的 弱化 子 序列 位 于 其 操纵 子 的 zz 之 中 。z 并 位 于 操纵 基因 
和 im 已 之 间 ,其 内 部 含有 一 个 小 的 ORF 一 一 编码 一 个 由 14 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 前 导 肽 。 这 个 小 ORF 
内 部 含有 2 个 连续 的 色 氨 酸 密码 子 , 作 为 细胞 又 一 种 检测 内 部 色 氮 酸 水 平 高 低 的 装置 。 色 氮 酸 若 供 
应 充足 , 那 就 很 容易 被 运载 到 tRNA? 分 子 上 ,形成 色 氨 酰 -tRNA ,前 导 肽 的 翻译 就 不 成 问题 ;但 色 氨 
酸 若 供应 不 足 , 色 氮 酰 -tRNA 就 难以 形成 ,这 时 前 导 肽 的 翻译 就 会 停留 在 色 氢 酸 密码 子 处 ,不 能 继 
续 翻 译 。 然 而 ,“ 前 导 肽 能 否 正 常 翻译 "是 如 何 转化 成 “基因 能 和 否 继续 转录 "的 结果 呢 ? 





起 始 色 氨 酸 
密码 子 密码 子 
前 导 肽 的 可 读 框 


可 变 的 RNA 二 级 结构 : 











(1) 色 毛 酸 供应 不 足 ， 核 
糖 体 停留 在 前 导 肽 可 读 杠 
内 的 色 氨 酸 密码 子 处 


2 与 3 配对 ， 阻 止 3 与 4 
配对 ， 转 录 继 续 


(2) 色 所 酸 供应 充足 ， 
核糖 体 越过 色 氨 酸 密码 
子 ， 继 续 翻 译 
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称 os 


:6 3 与 4 配对 ， 形 成 终止 
: @ 子 ， 转 录 提前 结束 
革 一 130 


在 获得 zz 全 序列 以 后 ,人 们 对 整个 区 域 可 能 形成 的 二 级 结构 进行 了 预测 。 结 果 表 明 ,该 区 域 含 
有 4 段 特别 重要 的 核 苷 酸 序列 ,按照 $ 一 3' 的 方向 依次 编号 为 1.2.3 和 4, 这 4 段 RNA 有 2 种 配对 方式 ， 
一 种 是 1 与 2.3 与 4 之 间 配 对 , 另 一 种 是 2 与 3 之 间 配 对 ,不 同 的 配对 就 形成 不 同 的 葵 环 结构 。 如 果 
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是 3 与 4 配对 ,就 形成 转录 的 终止 子 结构 ;如 果 是 2 与 3 配对 ,形成 的 葵 环 结构 就 不 是 终止 子 。 因 此 ， 
当 将 前 导 链 mRNA 可 能 形成 的 二 级 结构 与 细胞 内 Trp 水 平 的 高 低 联系 在 一 起 的 时 候 , 就 不 难 理解 弱 
化 子 作 用 的 妙 处 了 。 

由 于 原核 生物 的 转录 和 翻译 是 偶 联 的 ,因此 zz 一 旦 开始 转录 ,就 会 有 核糖 体 结合 上 来 ,并 翻译 
其 中 的 ORF。 如 果 细 胞 内 有 充足 的 色 氮 酸 ,翻译 就 一 直 会 持续 下 去 ,直至 遇 到 终止 密码 子 。 前 导 肽 的 
顺利 翻译 致使 2 和 3 之 间 不 能 配对 ,但 3 和 4 之 间 可 以 配对 而 形成 终止 子 结构 (小 的 葵 环 结构 )。 终 止 
子 结构 一 旦 出 现 ,tpEDCB4 基因 的 转录 提前 结束 。 相 反 , 如 果 细 胞 内 的 色 氨 酸 供应 不 足 ,核糖 体 就 会 
暂停 在 ORF 内 色 氨 酸 密码 子 之 处 ,等 待 色 氮 酰 -IRNAT 的 进入 。 前 导 肽 的 翻译 不 畅 致使 2 和 3 之 间 
配对 形成 大 的 茎 环 结构 ( 非 终 止 子 ), 但 3 和 4 之 间 却 不 能 配对 ,由 于 没有 终止 子 ,zrpEDCB4 基因 可 继 
续 转 录 下 去 。 

弱化 子 的 存在 ,使 得 "“ 逃 过 ” 阻 遇 这 一 关 的 非 正 常 转录 得 到 及 时 “刹车 " ,这 对 操纵 子 的 阻 遇 效 
应 是 一 个 很 好 的 补充 。 而 对 那些 无 阻 过 蛋白 的 操纵 子 来 说 ,弱化 子 成 为 控制 结构 基因 表达 的 唯 
一 手段 。 

据 估 计 , 色 氮 酸 操纵 子 的 阻 遇 可 实现 80 倍 的 调控 ,而 弱化 子 可 将 调控 再 提高 6~8 倍 ,综合 起 来 调 
控 的 幅度 可 达 500 倍 左右 。 

与 色 氮 酸 操纵 子 一 样 , 其 他 氨基 酸 操 纵 子 在 $ 端 都 具有 类 似 的 编码 前 导 肽 的 小 ORF ,而 在 每 一 个 
小 ORF 的 内 部 ,总 会 有 几 个 连续 的 编码 相应 氨基 酸 的 密码 子 。 

(二 ) 核 开 关 

每 一 个 细胞 必须 对 其 内 外 环境 的 变化 做 出 反应 ,从 而 改变 一 系列 基因 的 表达 。 然 而 ,在 细胞 对 内 
外 环境 变化 做 出 任何 反应 之 前 ,都 需要 存在 一 种 机 制 来 检测 发 生 的 变化 。 在 操纵 子 一 节 ,我 们 已 经 看 
到 阻 遇 蛋白 或 激活 蛋白 具有 这 样 的 功能 ,如 乳糖 操纵 子 的 阻 遇 蛋白 能 够 监测 到 细胞 内 乳糖 水 平 的 变 
化 ,CAP 能 够 监测 到 细胞 内 cAMP 浓度 的 变化 。 自 2000 年 以 来 ,在 许多 细菌 和 某 些 真 核 生物 (如 真菌 
和 拟 南 芥 等 ) 中 ,已 发 现 一 些 特殊 的 双 功 能 mRNA 具有 类 似 的 功能 ,这 些 特别 的 mRNA 在 非 编码 区 含 
有 特定 代谢 物 或 者 金属 离子 (如 Mg”) 的 特异 性 结合 位 点 ,这 些 特 异性 的 结合 位 点 有 时 被 称 为 适 配 体 
或 适 体 (aptamer)。 在 这 里 , 适 配 体 或 适 体 充 当 一 种 基因 表达 的 开关 ,代谢 物 与 其 结合 可 改变 mRNA 的 
构象 ,结果 要 么 提高 转录 的 终止 效率 ,要 么 降低 翻译 的 效率 ,要 么 影响 到 mRNA 后 加 工 的 样式 ,从 而 改 
变 一 个 基因 的 表达 。 核 开关 (riboswitch) 或 RNA 开关 (RNA switch) 就 是 指 这 一 类 特殊 的 mRNA。 

以 枯草 杆菌 胞 内 参与 硫 胺 素 合成 和 运输 的 蛋白 质 为 例 ,其 mRNA 在 5'UTR 含有 一 段 高 度 保 守 
的 Thi 盒 (Thi box), 该 元 件 是 TPP 的 结合 位 点 。 如 果 胞 内 的 TPP 水 平 较 高 ,TPP 就 与 Thi 盒 结 合 , 诱 使 
mRNA 提前 形成 终止 子 结 构 , 从 而 迫使 转录 提前 结束 ;反之 ,如 果 胞 内 的 TPP 不 足 , 就 没有 TPP 与 Thi 
盒 结 合 ,这 时 mRNA 形成 的 是 抗 终 止 子 结构 ,转录 会 继续 进行 (图 42-11)。 

核 开 关 能 直接 检测 到 细胞 内 一 些 重要 的 小 分 子 代 谢 物 的 水 平 ,并 根据 细胞 的 生理 需要 ,打开 或 
关闭 相关 基因 的 表达 。 氨 今 为 止 发 现 的 所 有 核 开 关 都 使 用 高 度 特异 性 的 适 配 体 结构 ,来 作为 相应 
的 目标 分 子 的 感应 器 。 一 旦 目标 分 子 结合 ,mRNA 在 $'UTR 的 二 级 .三 级 结构 就 会 发 生变 化 ,从 而 
通过 影响 转录 终止 .翻译 起 始 或 mRNA 后 加 工 来 改变 基因 的 表达 。 现 代 的 细胞 核 开 关 的 存在 表明 ， 
RNA 也 能 形成 可 与 蛋白 质 相 媲美 的 复杂 结构 。 而 且 , 核 开关 省 去 了 使 用 调节 蛋白 来 调节 基因 表达 ， 
因此 更 为 经 济 。 

(三 ) 抗 终止 作用 

这 种 手段 是 通过 修饰 RNA 聚合 酶 ,使 之 忽略 终止 子 结构 ,从 而 导致 转录 发 生 通 读 (read-through)。 细 
菌 体 内 有 些 蛋 白质 能 阻止 不 依赖 于 Rho 因子 的 终止 子 结构 的 形成 ,在 转录 的 终止 阶段 来 控制 基因 的 
表达 。 以 大 肠 杆菌 为 例 , 其 Be&; 操纵 子 编码 的 蛋白 质 都 与 8- 葡 糖 苷 的 吸收 和 代谢 有 关 。 该 操纵 子 受 
到 B- 葡 糖 苷 的 诱导 ,并 受到 BglG 蛋白 的 正 调 控 。BglG 是 作为 一 种 抗 终止 蛋白 起 作用 的 ,其 作用 的 机 


和 站 而 








dt 


人 配 ， 


如 果 将 大 肠 杆 菌 
色 氨 酸 操纵 子 前 导 肽 内 编码 
色 氨 酸 的 密码 子 分 别 增 减 一 
个 ,那么 将 会 对 弱化 子 的 作 
用 带 来 什么 影响 ? 
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(1)TPP 结合 ,转录 终止 (2) 无 TPP 结合 ,转录 开放 
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42-11 枯草 杆菌 控制 TPP 合成 和 运输 的 核 开 关 的 结构 及 其 作用 机 制 


制 是 与 RNA 转录 物 上 一 段 特殊 的 序列 结合 ,阻止 终 GD 侨 止 7 


止 子 结构 的 形成 (图 42_12)。 - 
BalG 有 磷酸 化 和 去 磷酸 化 两 种 形式 ,但 只 有 磷 了 必 上 
酸化 形式 才 具 有 抗 终止 作用 。BalG 的 磷酸 化 由 膜 。 。 确 酸 化 的 Bala 不 国 用 大 
上 的 BgIF 决定 。 在 有 B- 葡萄 糖苷 的 时 候 ,BglF 通 cy 各 区 上 
过 双 组 分 基因 表达 调控 系统 (参看 本 章 第 四 节 ) 激活 RNA 聚 合 酶 jg7 







BglG ,使 其 磷酸 化 。 在 诱导 物 B- 葡萄 糖 背 的 作用 下 ， 
磷酸 化 的 BglG 形成 二 聚 体 ,并 与 jg1! 操纵 子 的 RNA 
转录 物 上 的 一 段 特殊 序列 结合 ,稳定 抗 终止 子 结构 ， 
同时 阻止 终止 子 形成 ,从 而 使 转录 得 以 继续 下 去 。 图 42-12 BglG 蛋白 的 抗 终止 作用 








去 磷酸 化 的 BglG 
二 聚 体 与 转录 物 结 -一 
合 ， 稳 定 抗 终止 子 


框 41-1 生化 研究 动态 一 探测 氟 离 子 的 核 开 关 

氟 化 物 是 地 壳 第 13 种 最 常见 的 元 素 , 人 们 很 早 就 开始 在 牙膏 中 庆 加 气 化 物 , 这 被 认为 可 以 减少 姓 牙 。 
这 种 效果 在 很 大 程度 上 是 由 于 氟 化 物 结合 到 牙齿 的 釉质 上 ,坚固 牙 釉 质 ,使 其 抵抗 细 苗 在 口腔 内 产生 的 酸 
性 物质 。 此 外 ,高 浓度 的 所 化 物 对 细菌 是 有 毒 的 ,因此 很 多 人 认为 ,所 化 物 这 种 抗菌 活性 也 可 以 帮助 预防 
星 牙 。 那 么 , 细 落 面 对 有 毒 的 氟 化 物 会 不 会 做 出 某 种 保护 性 反应 呢 ? 
对 于 这 个 问题 ,耶鲁 大 学 的 研究 人 员 给 出 了 肯定 的 答案 。 在 2011 年 12 月 22 目的 Science 杂志 上 ,最 
先 发 现 核 开 关 的 Ronald Breaker 教 授 又 报道 了 一 种 新 的 核 开关 。 这 种 核 开关 对 氟 离 子 是 高 度 特 寞 性 的 ， 
与 氟 同 族 的 离子 (如 CL 子 ) 结 合 不 上 。 许 多 细菌 ,包括 那些 导致 性 牙 的 细 效 ,能 通过 这 种 核 开关 探测 细胞 
内 氟 化 物 的 水 平 ,并 激活 细菌 防御 。 这 些 核 开 关 的 感应 圳 是 专门 为 探测 氟 化 物 而 设计 的 。 
由 于 氟 离 子 和 检测 它 的 RNA 核 开 关 都 是 带 负电 荷 的 ,因此 起 初 很 多 人 认为 它们 不 大 可 能 有 这 和 样 的 
核 开 关 。 但 是 Breaker 却 在 许多 细菌 和 十 菌 体内 ,发 现 了 超过 2 000 种 专门 探测 氟 化 物 的 核 开 关 。 这 些 核 
开关 能 激活 将 氟 运 出 细胞 的 酶 的 基因 表达 ,从 而 抵消 氟 化 物 对 细菌 的 毒性 作用 。 

通过 追 了 和 比较 存在 于 很 多 物种 中 的 氟 化 物 核 开 关 ,Breaker 认为 这 些 核 开关 的 历史 悠久 。 数 亿 年 来 ， 
许多 生物 在 进化 的 历史 长 河中 都 需要 克服 所 化 物 的 毒性 ,因此 它们 进化 了 精确 的 传感器 和 防卫 机 制 来 保 
护 自己 。 研 究 和 深信 了 解 这 些 传感器 和 防御 机 制 , 可 以 让 科学 家 利用 这 些 机 制 , 并 有 可 能 在 将 来 制造 出 更 
高 效 对 抗 星 牙 细 蓝 的 氟 化 物 。 
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第 三 节 ”在 翻译 水 平 上 的 调控 


翻译 水 平 的 调控 手段 主要 有 : 反 义 RNA (antisense RNA)、 核 开关 自体 调控 、mRNA 的 二 级 结构 和 
稳定 性 以 及 严 紧 应 答 等 , 现 分别 加 以 介绍 。 


一 、 反 义 RNA 

反 义 RNA 是 指 与 特定 目标 RNA 分 子 (通常 是 mRNA) 因 存 在 互补 序列 而 发 生 配 对 ,从 而 调节 目 
标 RNA 功能 的 RNA 分 子 。 

反 义 RNA 可 参与 DNA 复制 和 基因 转录 的 调控 ,而 对 基因 表达 的 调控 主要 在 翻译 水 平 上 ,少数 在 
转录 水 平 上 。 反 义 RNA 可 能 起 负 调 控 , 也 可 能 起 正 调控 的 作用 。 

(一 ) 反 义 RNA 的 负 调 控 作 用 

1. micF-RNA 

起 负 调 控 作 用 的 反 义 RNA 中 最 典型 的 代表 是 micF-RNA, 它 由 micg 基因 编码 ,是 大 肠 杆 菌 
OmpF-mRNA 的 反 义 RNA, 由 T. Mizuno 在 1983 年 发 现 。 

OmpC 和 OmpF 属于 孔 蛋 白 , 位 于 大 肠 杆菌 外 膜 上 ,与 细胞 的 渗透 压 调节 有 关 , 分 别 由 分 属 不 同 操 
纵 子 的 ompC 和 omp 严 基因 编码 。 这 两 种 孔 蛋白 在 外 膜 上 形成 的 小 孔 构 成 了 溶质 进入 细胞 的 通道 ,但 
OmpF 形成 的 孔道 要 大 于 由 Ompc 形成 的 孔道 ,以 便 让 细胞 在 低 活 的 环境 中 加 强 吸 收 。 

当 环 境 中 的 渗透 压 变化 时 ,位 于 内 膜 上 的 EnvZ 和 蛋白 能 够 监测 到 所 发 生 的 变化 ,并 通过 OmpR 和 蛋 
白 调节 OmpC 和 OmpF 的 翻译 ,使 得 大 肠 杆菌 能 够 适应 环境 中 的 渗透 “冲击 ”。 

OmpR 是 一 种 调节 蛋白 , 它 有 磷酸 化 和 去 磷酸 化 两 种 形式 ,但 只 有 磷酸 化 的 形式 (OmpR-P) 才 
能 与 调节 位 点 结合 。OmpR-P 能 激活 或 阻 遇 一 个 基因 的 表达 ,具体 情况 与 它 的 结合 位 点 与 启动 子 
的 相对 位 置 有 关 (图 42-13)。omp 严 基因 是 被 激活 还 是 被 阻 遇 ,分 别 受 其 启动 子 上 游 的 高 亲 和 位 点 
和 低 亲 和 位 点 控制 ,而 ompC 基因 和 micR 基因 的 激活 由 其 低 亲 和 位 点 控制 。 在 高 渗 的 环境 中 ,EnvZ 
的 1 个 His 残 基 自 磷酸 化 ,随后 , 它 将 磷酸 基 团 转移 给 OmpR 的 1 个 Asp 残 基 , 致 使 细胞 内 OmpR-P 
的 水 平 提高 ,这 时 低 亲 和 位 点 和 高 亲 和 位 点 都 能 结合 到 OmpR-P, 而 最 终 导 致 0OmpC 表达 增加 和 
OmpF 表达 降低 。 

为 了 进一步 阻止 OmpF 的 合成 ,有 一 种 叫 micF-RNA 的 反 义 RNA 与 OmpC 同时 转录 。 巧 合 的 
是 ,micF-RNA 与 OmpF-mRNA 的 洒 端 有 部 分 序列 是 互补 的 ,因此 可 以 配对 形成 双 链 ,从 而 阻 断 OmpF 
的 翻译 (图 42-14); 在 低 渗 环境 中 ,去 磷酸 化 的 OmpR 水 平 提高 ,而 OmpR-P 水 平 降低 , 低 水 平 的 
OmpR-P 只 能 与 其 高 亲 和 位 点 结合 ,这 最 终 导致 OmpF 表达 被 激活 ,OmpC 表达 则 受阻 。 

(二 ) 反 义 RNA 的 正 调控 作用 

DrsA 是 在 大 肠 杆 菌 中 发 现 的 又 一 种 反 义 RNA, 它 既 可 以 和 jzrs-mRNA 互补 配对 ,又 可 以 和 rpoS- 
mRNA 互补 配对 ,但 对 这 两 种 mRNA 翻译 的 影响 正好 相反 ,前 一 种 配对 掩盖 了 hims-mRNA 在 端的 核 
糖 体 结合 位 点 (RBS), 从 而 导致 翻译 受阻 ,后 一 种 配对 则 暴露 出 7zpoS-mRNA 上 的 RBS, 从 而 激活 翻译 (图 
42-15)。 


二 、 核 开关 

除了 可 以 在 转录 水 平 上 , 核 开 关 还 可 以 在 翻译 的 水 平 上 控制 一 个 基因 的 表达 。 以 凑 肠 球菌 
(CEnterococcus Juecalis) 体内 控制 SAM 合成 的 核 开 关 为 例 , 催 化 SAM 合成 的 酶 在 mRNA 的 SUTR 中 , 除 
了 含有 SD 序列 以 外 ,还 有 一 段 反 SD 序列 。 

如 图 42-16 所 示 , 如 果 细 胞 内 的 SAM 不 足 ,就 不 会 有 SAM 的 结合 ,这 时 SD 序列 不 会 与 反 SD 序 
列 配对 ,因此 催化 SAM 合成 的 酶 照常 进行 翻译 ;相反 ,如 果 细 胞 内 的 SAM 足够 ,就 会 有 SAM 结合 ,这 
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42-14 micF-RNA 与 OmpF mRNA 之 间 的 碱 基 配 对 42_-15 反 义 RNA 的 负 调控 和 正 调 控 作 用 


时 mRNA 的 构象 受到 诱导 而 发 生变 化 ,SD 序列 与 反 SD 序列 发 生 配 对 ,SD 序列 将 无 法 被 核糖 体 识别 
而 导致 翻译 无 法 启动 。 
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框 42-2 生化 新 突破 一 一 原核 生物 的 CRISPR 系统 

自从 在 真 核 生 物体 内 发 现 RNA 干扰 (RNAi) 现象 以 来 ,分 子 生 物 学 家 一 直 在 想 :原核 生物 内 有 没 
有 类 似 的 系统 用 来 对 付 入 侵 的 病毒 。 最 新 的 研究 显示 ,原核 生物 虽然 没有 RNAi, 但 却 有 另外 一 个 基于 
RNA 的 防护 系统 ,可 以 破坏 和 人 侵 的 病毒 基因 组 。 事 实 上 ,原核 生物 的 这 种 叫 CRISPR 的 系统 威力 更 强大 ， 
可 同时 对 付 RNA 病毒 和 DNA 病毒 ,而 不 像 RNAi 只 能 对 付 RNA 病毒 。CRISPR 表示 的 意思 是 成 匀 有 
规律 闻 隔 短 回 文 重复 序列 (clustered regularly interspaced short palindromic repeats)。 

原核 生物 染色 体 上 的 CRISPR. 区 域 实 际 上 是 一 种 存储 外 来 病毒 序列 的 记忆 库 。 它 由 许多 不 同 的 病毒 
序列 和 相同 的 重复 序列 交替 排列 组 成 。CRISPR 系统 提供 了 对 任何 含有 相同 和 相近 序列 的 病毒 的 防护 。 
CRJISPR 系统 中 的 蛋白 质 , 即 CRISPR 相关 蛋白 (CAS 蛋白 ) 具有 2 个 功能 (图 42-17): 一 是 利用 存储 的 序 
列 信息 ,去 识别 人 侵 的 病毒 基因 组 并 挫 恕 它们 ;二 是 参与 获得 和 储存 病毒 的 序列 片段 ,这 一 过 程 还 不 清楚 。 
CAS 蛋白 由 位 于 CRISPR 序列 上 游 的 基因 编码 。CRISPR. 区 作为 一 个 整体 先 被 转录 , 然后 被 CAS 蛋白 在 
每 一 个 重复 序列 的 中 间 切 开 , 产 生 单个 病毒 特异 性 片段 。 如 果 其 中 的 某 一 个 片段 可 以 和 外 来 人 侵 的 病毒 
DNA 或 RNA 互 外 配对 ,CAS 蛋白 就 可 以 将 病毒 的 DNA 或 RNA 降解。 已 发 现 ,CRISPR. 系统 广泛 分 布 在 
古 菌 和 细菌 之 中 ,大 约 90% 已 测 过 基因 组 序列 的 古 菌 和 70% 已 测 过 基因 组 序列 的 细菌 都 含有 这 个 系统 。 


细菌 基因 组 病毒 特有 的 序列 
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42-17 ”原核 生物 的 CRISPR 系统 (Madigan 等 ,2010) 


现在 ,科学 家 已 经 可 以 在 一 种 细菌 的 CRISPR 序列 库 中 人 为 地 党 加 其 他 序列 ,从 而 让 这 种 增 容 过 的 
细菌 能 对 付 以 前 不 能 对 付 的 外 源 核 酸 。 例 如 ,在 库 中 应 加 与 水 解 青 毒 素 的 内 酰胺 酶 基因 同 源 的 序列 ,可 让 
一 种 细菌 降 解 外 来 带 有 内 酰胺 酶 基因 的 质粒 DNA。 


三 、 自 体 调 控 

自体 调控 (autogenous control) 是 指 一 个 基因 产物 对 自身 的 表达 产生 激活 或 抑制 的 现象 ,这 实际 上 
是 一 种 在 基因 表达 水 平 上 的 反馈 。 它 既 可 以 在 转录 水 平 上 (如 AracC 抑制 自身 的 转录 ,参看 “阿拉 伯 糖 
操纵 子 ”), 也 可 以 在 翻译 水 平 上 进行 。 这 里 以 核糖 体 蛋 白 的 自体 调控 为 例 , 只 介绍 后 一 种 情形 。 

核糖 体 蛋 白 的 基因 组 织 成 多 个 操纵 子 ,大 多 数 操纵 子 含有 组 成 大 、 小 亚 基 的 核糖 体 蛋白 的 基因 ， 
某 些 与 翻译 有 关 的 蛋白 质 的 基因 也 包含 在 内 。 在 每 一 个 核糖 体 的 操纵 子 上 都 有 一 个 基因 兼 做 调节 基 
,其 蛋白 质 产物 能 够 与 自身 mRNA 5' 端 结合 ,从 而 抑制 自身 的 翻译 。 

以 s75 操纵 子 为 例 ( 图 42-18), 它 含有 的 结构 基因 是 编码 蛋白 的 :15 基因 和 编码 多 聚 核 苷 酸 磷酸 
化 酶 的 pnp 基因 。 与 其 他 核糖 体 蛋白 一 样 ,S15 在 翻译 以 后 就 与 TRNA 组 装 成 核糖 体 。 但 如 果 S15 量 
多 于 16S rRNA ,就 会 与 自己 的 mRNA5' 端 结合 ,抑制 自身 的 翻译 ,以 便 和 rRNA 的 合成 同步 。 
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伟 42-16 美 肠 球菌 控制 
SAM 合成 的 核 开 关 的 结构 及 其 
作用 机 制 


你 认为 S15 与 PNP 
受 同 一 个 操纵 子 控制 有 何 益处 ? 
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(CTES 下 一 些 来 自 哮 热 菌 的 
蛋白 质 基 因 在 大 肠 杆 菌 体 内 表 
达 效 率 很 低 , 你 认为 其 中 的 原 
因 是 什么 ? 





PpPIfA 


毒性 基因 表达 


们 42-19 温度 对 李斯 特 菌 
PrfA 蛋白 的 表达 调控 
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四 、mRNA 的 二 级 结构 与 基因 表达 的 调控 W 二 

mRNA 的 二 级 结构 不 仅 可 以 影响 到 mRNA 的 稳定 性 ,还 "15 操纵 子 PE 一 人 OO 
会 影响 到 RBS 的 可 得 性 。 反 义 RNA 一 节 已 显示 了 mRNA 
的 RBS 对 于 翻译 的 重要 性 ,下 面 以 单 核 细胞 增生 性 李斯 特 菌 
(Listeria morocytogenes) 为 例 , 进 一 步 说 明 mRNA 二 级 结构 的 变 
化 是 如 何 影响 RBS 的 可 得 性 ,进而 调节 翻译 的 。 六 

单 核 细胞 增生 性 李斯 特 菌 是 一 种 可 导致 人 类 食物 中 毒 的 
病原 菌 , 其 毒性 基因 只 有 在 菌 体 进入 宿主 体内 以 后 才 会 表达 ， 六 
而 控制 毒性 基因 表达 的 源头 在 于 温度 。PrfA 是 一 种 激活 蛋白 ， 
负责 激活 与 毒性 有 关 的 基因 表达 。 有 趣 的 是 ,PrfA 在 37% 能 表 
达 , 在 30% 则 不 表达 ,可 是 它 的 转录 在 两 种 温度 下 都 能 进行 ,看 
来 控制 的 位 点 只 能 是 在 翻译 水 平 上 了 。 原 来 是 在 30% 或 更 低 的 
温度 下 ,PrftA-mRNA 上 的 SD 序列 与 其 他 区 域 配 对 形成 链 内 双 链 ,致使 RBS 被 掩盖 ,翻译 因此 受到 抑制 ; 
而 在 37% 下 ,配对 区 域 热 变 性 ,SD 序列 暴露 ,核糖 体 可 以 与 之 结合 ,翻译 便 可 以 进行 了 (图 42-19)。 


S1S mRNA 





成 30 S 亚 基 


16 STRNA 


图 418 核糖 体 蛋白 (S15) 的 自体 调控 


五 、mRNA 的 稳定 性 与 基因 表达 的 调控 

既然 mRNA 是 翻译 的 模板 ,那么 它 的 稳定 性 越 高 ,就 会 有 更 多 的 机 会 被 翻译 ,因此 , 若 能 通过 某 
种 手段 控制 一 种 mRNA 的 稳定 性 ,也 就 多 了 一 种 在 翻译 水 平 上 调节 基因 表达 的 渠道 。 但 原核 细胞 的 
mRNA 本 来 就 很 不 稳定 ,因此 原核 细胞 利用 此 手段 来 调控 基因 表达 的 并 不 多 见 , 这 里 仅 介 绍 一 例 。 

RyhB-RNA 是 大 肠 杆菌 的 一 种 小 RNA， 人 


仅 在 铁 饥 俄 时 表达 。 在 铁 供应 不 足 时 ,这 种 了 RhyaRNA 人 
RNA 与 胞 内 6 种 铁 储存 蛋白 的 mRNA 配对 结 “sodBmRNA ”上 SEO 罗 - 





合 ,包括 含 铁 的 SOD 的 mRNA(sodB-mRNA)， EN 汪汪 
形成 双 链 区 域 ,致使 被 结合 的 mRNA 更 容易 被 mRNA 降解 


RNA 酶 下 水 解 (图 42_20); 但 铁 供应 充足 的 时 四 4 20 sodB- mRNA 稳定 性 与 基因 表达 的 调控 加 
候 ,RyhB-RNA 的 表达 受阻 , 铁 储存 蛋白 的 mRNA 稳定 性 提高 ， 翻译 效率 因此 提升。 


六 、 严 紧 应 管 

严 紧 应 答 专 指 细菌 在 氨基 酸 饥饿 的 时 候 , 胞 内 所 发 生 的 各 种 代谢 变化 。 它 们 主要 包括 :rRNA 和 
tRNA 合成 量 的 急剧 下 降 ;mRNA 合成 下 降 ; 蛋 白质 降 解 加 强 ; 核 昔 酸 、 糖 和 脂 质 的 合成 下 降 。 严 紧 应 
答 的 意义 在 于 使 细胞 “ 勒 紧 裤 带 ” ,节省 能 量 , 以 渡 过 难关 。 

大 肠 杆菌 内 能 够 感应 到 氨基 酸 饥 饿 信和 号 的 是 RelA 蛋白 , 它 又 被 称 为 严 紧 因 子 (stringent factor), 具 
有 依赖 于 核糖 体 的 (p) ppGpp 合成 酶 活性 。 此 酶 活性 在 氨基 酸 饥 饿 的 时 候 被 激活 ,以 合成 被 称 为 魔 斑 
(magic spot) 分 子 的 pppGpp 或 ppCpp, 从 而 诱导 严 紧 应 答 。RelA 缺失 的 大 肠 杆菌 突 变 体 对 于 氨基 酸 的 
饥 饭 无 严 紧 应 答 。 

严 紧 应 答 发 生 的 基本 步骤 是 :在 氨基 酸 饥饿 的 时 候 , 细 胞 内 空 载 tRNA 开始 积累 ,并 有 机 会 进入 A 
部 位 。 核 糖 体 50S 亚 基 上 的 L11 蛋白 正好 位 于 A 部 位 和 P 部 位 的 附近 ,能 够 对 A 部 位 上 正确 配对 的 
但 是 空 载 的 tRNA 做 出 反应 ,其 构象 变化 可 激活 与 核糖 体 结合 的 RelA 的 酶 活性 。RelA 受 激活 后 , 便 
开始 催化 pppGpp 和 少量 的 ppGpp 的 合成 。 于 是 细胞 内 的 pppGpp 和 ppGpp 迅速 积累 ,在 氨基 酸 饥饿 
几 秒 钟 以 后 就 达到 最 高 水 平 。pppGpp 和 ppGpp 的 作用 对 象 主要 是 rRNA 的 操纵 子 , 能 抑制 rRNA 基 
因 的 转录 起 始 和 延伸 。 而 一 旦 rRNA 的 合成 受阻 ,必然 会 影响 核糖 体 蛋白 的 合成 ,进而 影响 到 其 他 蛋 
白质 的 合成 ,并 最 终 带 来 各 种 后 继 效 应 。 





一 旦 氨基 酸 供 应 正常 , 严 紧 应 答 便 迅 速 消退 ,pppGpp 和 ppGpp 被 水 解 。 先 由 spp 基因 的 产物 将 
pppGpp 降解 为 ppCpp, 再 由 SpoT 蛋白 将 ppGpp 降解 成 GDP。 随 着 pppGpp 和 ppGpp 的 水 解 ,RNA 聚 
合 酶 开始 转录 原来 在 严 紧 应 答 中 受到 抑制 的 基因 。 


第 四 节 。” 环境 信号 诱发 的 基因 表达 调控 


原核 生物 所 生活 的 环境 变幻 莫 测 ,因此 需要 根据 环境 的 变化 及 时 调整 特定 基因 的 表达 状况 。 
双 组 分 基因 表达 调控 系统 (two-component system of gene regulation) 可 让 一 种 生物 能 对 环境 中 的 各 
种 信号 刺激 做 出 有 利 的 反应 , 故 广泛 存在 于 原核 生物 ,但 也 存在 于 单 细 胞 真 核 生 物 、 真 菌 和 高 等 植 
物 中 。 
该 系统 主要 由 2 种 成 分 构成 (图 42-21 和 图 42-22): 中 第 一 种 负责 感应 环境 中 的 信号 , 称 为 感应 
子 激 酶 (sensor kinase)。 它 有 2 个 
结构 域 ,一 个 直接 感应 信号 , 称 为 
感应 子 (sensor), 另 一 个 为 自 激 酶 
(autokinase), 在 感应 子 接受 信和 号 以 
后 , 它 的 1 个 His 残 基 发 生 磷酸 化 。 
@) 第 二 种 负责 调节 细胞 做 出 什么 样 
的 反应 ,也 有 2 个 结构 域 ,一 个 称 为 
接受 子 (receiver), 其 内 的 1 个 Asp 
残 基 可 以 从 第 一 种 成 分 中 的 His 残 
基 接 受 磷 酸 基 团 , 另 一 个 结构 域 负 
责 与 DNA 结合 。 当 第 二 种 成 分 从 
第 一 种 成 分 接受 磷酸 基因 以 后 ,就 
与 DNA 结合 ,从 而 调节 一 系列 基因 
的 表达 。 








前 面 提 到 的 BsgF 蛋白 和 BglC 
蛋白 ,以 及 EnvZ 和 OmpR 就 都 分 别 
属于 双 组 分 基因 表达 调控 系统 中 的 

第 一 、 二 种 成 分 。 
某 些 细菌 除了 能 对 环境 中 的 非 
生物 因素 的 变化 做 出 反应 以 外 ,还 
感应 子 激酶 反应 调节 物 能 对 环境 中 同类 生物 的 存在 做 出 反 
信号 输入 自 激酶 调节 信号 输出 应 。 和 群体 感应 (quorum sensing) 就 属 
2 于 这 类 反应 , 它 是 细菌 根据 细胞 密 
N T ，, 访 和 度 变化 进行 基因 表达 调控 的 一 种 生 
gs 风 [sl_JDNIE 基 本 站， 理 行为 。 当 细菌 密度 达到 临界 阔 值 
Rs 时 ,细菌 能 释放 一 些 特定 的 自 诱导 


信号 分 子 , 从 而 调节 本 种 群 或 同 环 
人 CR 境 中 其 他 种 群 的 群体 行为 。 





人 


(442, 
有 两 种 突变 ,一 种 在 
氨基 酸 没有 饥 钱 的 情况 下 也 能 
产生 严 紧 应 答 , 另 一 种 即使 氨 
基 酸 发 生 饥 钱 也 不 发 生 严 紧 应 
答 。 你 认为 这 两 种 突变 分 别 是 
什么 ? 


群体 感应 
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入 噬菌体 基因 表达 
的 时 序 性 调控 
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第 五 节 在 基因 组 水 平 上 的 全 局 调控 


以 上 集中 介绍 了 单个 基因 或 者 一 组 基因 (操纵 子 ) 的 局 部 表达 调控 机 制 , 并 没有 涉及 整个 基因 组 
的 全 局 表达 调控 。 然 而 ,对 任何 一 种 生物 来 说 ,其 基因 组 内 的 各 个 基因 的 表达 并 不 是 ”各自为政 " 的， 
而 是 作为 一 个 整体 受到 控制 。 这 种 全 局 性 的 调控 对 一 种 生物 的 生存 和 繁殖 更 为 重要 。 下 面 就 结合 几 
种 机 制 进行 简单 的 介绍 。 


一 、 调 节 子 

调节 子 (regulon) 即 调谐 子 , 是 指 不 同 的 操纵 子 受 同 一 种 调节 蛋白 调节 的 网 络 结构 ,通过 调节 子 可 
以 协调 一 系列 在 空间 上 分 离 但 功能 上 相关 的 操纵 子 的 转录 活动 。 

大 肠 杆菌 有 2 个 重要 的 调节 子 最 具 代 表 性 ,一 个 是 sos 调节 子 , 它 负责 协调 参与 SOS 修复 有 关 的 
多 个 操纵 子 基 因 的 表达 ,起 协调 作用 的 调节 蛋白 是 LexA 蛋白 (参看 第 三 十 四 章 “DNA 损伤 .修复 和 突 
变 ” ); 第 二 个 调节 子 与 CAP-cAMP 有 关 , 它 参与 协调 与 碳 源 分 解 代 谢 有 关 的 多 个 操纵 子 近 200 多 个 基 
因 的 表达 。 除 此 以 外 ,大 肠 杆菌 还 有 与 营养 状态 变化 反应 、 氧 饥饿 反应 、 氧 化 还 原状 态 变化 反应 、 酸 碱 
反应 `\ 热 激 反 应 和 冷 激 反应 等 有 关 的 各 种 调节 子 结构 。 


二 、 鸣 菌 体 基因 表达 的 时 序 控制 

一 种 噬菌体 在 感染 宿主 细胞 以 后 ,其 基因 组 内 的 基因 表达 具有 明确 的 顺序 , 某 些 基因 在 喉 菌 体 进入 
宿主 细胞 后 就 开始 表达 ,属于 所 谓 的 早期 表达 基因 ,然后 中 期 表达 基因 和 晚期 表达 基因 依次 表达 。 那 么 
基因 表达 的 时 序 性 是 如 何 实现 的 呢 ? 对 于 这 个 问题 很 难 给 出 一 个 明确 而 统一 的 答案 ,这 是 因为 不 同 的 基 
因 组 使 用 的 控制 策略 并 不 总 是 相同 的 。 有 的 比较 简单 , 像 前 面 提 到 的 SPO1 鸣 菌 体 是 使 用 ce 因子 的 级 联 
来 表达 不 同时 期 的 基因 。 而 T7 噬菌体 使 用 的 策略 是 基于 不 同 RNA 聚合 酶 之 间 的 转换 ,其 早期 基因 转录 
使 用 宿主 细胞 的 RNA 聚合 酶 ,但 在 转录 的 早期 基因 中 有 一 个 是 噬菌体 编码 的 高 度 特异 性 的 RNA 聚合 酶 ， 
由 这 一 种 RNA 聚合 酶 催化 中 期 和 晚期 基因 的 转录 ,而 中 期 表达 的 基因 产物 之 一 是 能 够 中 和 宿主 RNA 聚 
合 酶 的 活性 ,以 保证 晚期 胞 内 的 转录 活动 完全 是 噬菌体 特有 的 。 有 的 则 比较 复杂 ,如 和 鸣 菌 体 。 

A 噬菌体 的 生长 不 仅 涉及 在 溶 原 期 和 裂解 期 之 间 的 选择 ,还 涉及 在 溶 原 期 或 裂解 期 内 不 同 的 生长 
阶段 , 即 从 早期 ` 早 前 期 .中 期 到 晚期 的 过 渡 。 在 每 一 个 阶段 ,A 叭 菌 体 所 表达 的 基因 不 尽 相 同 。 为 了 
保证 基因 表达 的 高 度 时序 性 ,A 鸣 菌 体 一 共 使 用 了 5 种 手段 来 调控 基因 的 表达 。 


科学 故事 一 “ 核 开关 "的 发 现 

RNA 做 平 总 是 给 我 人 夫 来 惊喜 ,这 次 的 惊喜 是 发 现 了 核 开 关 ， 发 现 人 是 取 鲁 大 学 的 Ronald Breaker。 

虽然 早 在 20 世纪 60 年 代 就 有 人 意识 到 有 可 能 存在 核 开 关 , 但 并 没有 人 真正 去 做 有 关 的 研究 。 即 便 
是 到 了 90 年 代 , 绝 大 多 数 生物 学 家 还 是 认为 行使 生物 感应 功能 是 蛋白 质 的 “特权 ", 没 有 RNA 的 份 。 

在 80 年 代 核 酶 被 发 现 以 后 ,科学 家 认为 ,在 30 亿 ~40 亿 年 之 前 , 即 在 DNA 或 蛋白 质 出 现 之 前 ,有 -- 
个 RNA 世界 ,在 了 NA 世界 里 ,由 RNA 说 了 算 ! 

90 年 代 后 期 ,Breaker 设想 ,如 果 确 实 有 了 RNA 世界 , 那 过 去 就 一 定 存在 RNA 开关 来 检测 代谢 状态 ， 
以 便 在 瞬间 打开 和 关闭 某 些 代谢 过 程 。 而 且 ,在 现在 的 活 细胞 内 极 有 可 能 残留 有 天 然 的 核 开 关 。 随 后 他 
在 体外 做 了 一 些 实验 ,结果 很 容易 地 得 到 了 几 种 人 造 的 核 开 关 。 


在 2000 年 夏天 的 实验 室 一 次 晨 会 上 ,Breaker 中 途 停止 了 会 议 ,他 对 自己 的 学 生 说 ,既然 在 试管 里 很 
容易 制造 出 核 开 关 , 而 且 运 作 得 很 好 ,它们 - 定 也 存在 于 现代 的 细胞 里 。 于 是 ,他 和 他 的 弟子 打 了 两 个 财 ， 
第 一 个 赌 是 如 果 现 代 细胞 里 有 核 开 关 ,它们 就 一 定位 于 mRNA 上 ,因为 mRNA 能 够 控制 蛋白 质 的 合成 ; 
第 三 个 财 是 生物 学 家 一 定 曾 经 遇 到 过 核 开 关 , 只 是 没有 意识 到 ,因为 每 一 个 人 都 期 待 感应 代谢 物 水 平 变化 





4d2。 
的 因子 应 该 是 蛋白 质 。 假 如 一 个 研究 小 组 发 现 一 个 基因 的 表达 受 代谢 物 X 控制 ,代谢 物 X 含量 升 高 , 基 


因 就 会 关闭 ,但 是 ,研究 者 却 苦 于 找 不 到 那 种 结合 区 并 关闭 基因 的 蛋白 质 。 

就 在 那 次 会 议 的 第 二 天 ,他 的 一 个 博士 后 在 图 书馆 里 好 不 容易 翻阅 到 一 篇 有 关 维 生 素 Bz 生 物 感应 
器 的 论文 , 那 没 有 找到 的 感应 器 蛋白 事实 上 就 是 一 种 核 开 关 。 随 后 ,Breaker 的 研究 小 组 进行 了 大 量 的 实 
验 ; 证 明了 大 肠 杆 菌 细胞 内 存在 维生素 Bt 的 核 开 关 , 并 且 发 现 这 个 核 开 关 在 结合 Bz 以 后 会 改变 形状 ,而 
它 与 Ba 结合 也 是 高 度 特 异性 的 ,即便 是 它 的 类 似 物 存在 也 不 会 引起 类 似 的 反应 。 

在 随后 更 多 的 文献 调研 中 , 他们 发 现 并 证 实 了 其 他 5 种 类 似 的 被 遗漏 的 核 开 关 , 但 他 们 并 没有 就 此 村 
体 ,认为 还 应 该 有 更 多 的 核 开 关 会 被 发 现 , 为 此 他 们 建立 了 一 种 快速 的 在 微生物 基因 组 里 寻找 类 似 的 核 开 
关 生 物 信息 学 手段 ,很 快 他 们 就 有 了 惊人 的 发 现 ! 

在 2004 年 2 月 召开 的 美国 高 级 科学 促进 会 年 会 上 ,Breaker 报道 了 在 枯草 杆菌 内 他 发 现 的 第 8 个 细 
菌 核 开 关 。 这 个 核 开 关 不 同 于 早先 发 现 的 7 个 核 开关 ,是 一 种 核 酶 , 即 是 用 核 酶 来 调节 6- 磷酸 葡 糖 胺 
的 水 平 。6- 磷酸 葡 糖 胺 是 细菌 细胞 壁 合成 的 关键 成 分 ,在 转氨酶 催化 下 ,6- 磷酸 果糖 和 谷 氨 酰 胺 之 间 
发 生 转 氨 反 应 ,生成 6- 磷酸 葡 糖 胺 和 谷 氮 酸 。 当 细胞 内 的 6- 磷酸 葡 糖 胺 浓度 较 高 时 , 它 就 与 转氨酶 
的 mRNA 结合 ,激活 了 它 的 核 酶 活性 ,而 使 mRNA 发 生 自 我 切割 ,从 而 关闭 转氨酶 的 合成 。 奇 怪 的 是 ， 
mRNA 被 剪 切 的 部 位 并 非 蛋白 编码 区 ,但 却 仍然 能 成 功 破坏 基因 表达 。 

目前 研究 发 现 位 于 mRNA 非 编码 区 的 核 开关 广泛 存在 于 细菌 中 。 估 计 枯 草 杆菌 约 有 2% 基因 的 表 
达 受 到 这 种 机 制 的 调控 。 比 较 典 型 的 几 种 是 分 别 由 维生素 BTPP、FMN、SAM、 乌 味 聆 、 腺 嗓 哈 “6- 磷酸 
葡 糖 胺 ` 甘 氨 酸 和 赖 氨 酸 控制 的 核 开 关 。 

核 开 关 的 发 现 不 仅 为 RNA 俱乐部 补充 了 新 的 成 员 ,还 为 RNA 世界 的 假说 提供 了 新 的 证 据 。 目 前 Breaker 
不 仅 在 寻找 新 的 核 开 关 , 还 在 尝试 使 用 人 造 的 核 开 关 来 杀 死 细菌 和 肿瘤 细胞 。 随 着 越 来 越 多 的 复杂 RNA 分 子 
被 发 现 ,人 们 莽 来 越 清 楚 地 认识 到 RNA 世界 不 仅 存在 于 遥远 的 过 去 ,实际 上 ,我 们 今天 就 生活 在 RNA 世界 。 





推荐 网 址 : 本 章 小 结 填 填 看 
1. http :Wen.wikipedia.org/wiki/Regulation_of _gene_expression (维基 百科 有 关 基 因 表 达 调 控 的 内 容 ) 
2. http :/themedicalbiochemistrypage.org/gene-regulation.html (完全 免费 的 医学 生物 化 学 课程 网 站 ,有 关 
基因 表达 调控 的 内 容 ) 
3. http :Wwww-biology.ucsd.edu/elasses/bimm100.WIOO/XIV.Lambda.html (美国 加 利 福 尼 亚 大 学 圣地 亚 哥 
分 校 一 个 生物 学 网 站 ,有 关 入 鸣 菌 体 的 内 容 ) 
4. http :Wwww.dartmouth.edu/~cbbe/courses/bio4/bio4-lectures/ProkGeneControl.html (美国 达 特 茅 斯 学 院 
一 个 生物 学 网 站 ,有 关 原 核 基因 表达 调控 的 内 容 ) 
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人 ”第 四 十 三 章 ” 真 核 生物 的 基因 表达 调控 


与 原核 生物 一 样 , 真 核 生物 的 基因 表达 也 受到 严格 的 调控 ,例如 ,编码 血红 蛋白 2 个 亚 基 的 基因 
只 在 红细胞 中 表达 ,人 肝 细 胞 在 胚胎 期 合成 甲 胎 蛋 白 ,成 年 后 就 很 少 合 成 了 ,然而 , 当 肝 细胞 癌变 以 
后 ,编码 甲 胎 蛋 白 的 基因 又 会 开放 。 一 个 典型 的 高 等 真 核 生物 细 胞 所 表达 的 基因 通常 只 占 基 因 总 量 
的 10%~209%。 

真 核 生物 与 原核 生物 不 仅 在 基因 组 的 结构 、 基 因 表 达 的 具体 步骤 上 存在 许多 差异 ,在 基因 表达 的 
调控 方面 也 具有 很 多 显著 的 差别 ,这 些 差 别 主 要 包括 以 下 几 点 : 

(1) 调控 的 目的 ”原核 生物 基因 表达 调节 的 目的 是 为 了 更 有 效 和 更 经 济 地 对 环境 的 变化 做 出 反 
应 ,而 多 细胞 真 核 生 物 基 因 表 达 调 节 的 主要 目的 是 细胞 分 化 ,这 需要 在 不 同 的 生长 时 期 和 不 同 的 发 育 
阶段 具有 不 同 的 基因 表达 样式 。 

(2) 调控 的 层次 ”原核 生物 基因 表达 调控 主要 集中 在 转录 水 平 ,而 真 核 生 物 基因 表达 的 转录 后 水 
平 调节 与 其 在 转录 水 平 上 的 调节 同样 重要 ,其 中 某 些 调 控 层 次 是 真 核 生 物 特有 的 ,比如 染色 质 水 平 、 
RNA 后 加 工 水 平 ( 如 可 变 加 尾 、 可 变 剪接 和 编辑 等 ) 和 RNA 干扰 等 。 

(3) 调控 的 手段 真 核 生 物 主 要 使 用 正 调 控 , 而 原核 生物 主要 使 用 负 调 控 。 另 外 ,原核 生物 绝 大 
多 数 的 基因 组 织 成 操纵 子 ,而 真 核 生 物 一 般 无 操纵 子 结构 。 虽 然 秀 丽 线虫 的 基因 组 约 15% 的 基因 组 
成 类 似 于 原核 生物 的 操纵 子 结构 ,但 线虫 操纵 子 转录 出 来 的 共 转 录 物 需要 被 切割 成 单独 的 mRNA ,并 
在 5' 端 加 上 帽子 ,只 有 这 样 的 mRNA 才能 被 翻译 。 

真 核 生 物 基因 表达 调控 不 仅 可 以 使 细胞 更 好 地 适应 内 外 环境 的 变化 ,避免 资源 和 能 源 的 浪费 ,还 
可 以 提高 基因 的 编码 能 力 , 让 一 个 基因 编码 出 多 种 蛋白 质 。 此 外 ,这 也 是 多 细胞 真 核 生 物 细 胞 分 裂 、 
分 化 癌变 、 衰 老 和 死亡 的 分 子 基础 。 

虽然 真 核 生物 的 基因 表达 调控 机 制 较为 复杂 ,但 所 有 的 调控 都 可 以 归 为 两 类 :一 是 短期 调控 
见效 快 ,持续 时 间 短 。 通 过 这 种 机 制 ,基因 可 根据 环境 的 变化 和 细胞 的 需要 
迅速 地 开放 或 关闭 .二 是 长 期 调控 (long-term regulation) 见效 慢 ,持续 的 时 间 久 。 这 种 机 制 主要 应 
用 于 生物 发 育 和 细胞 分 化 。 

本 章 将 从 几 个 不 同 的 层次 分 别 介绍 真 核 生物 的 基因 表达 的 调控 机 制 , 并 将 重点 介绍 真 核 生 物 几 
种 特有 的 调控 模式 。 





(short-term regulation) 





第 一 节 ”在 染色 质 水 平 上 的 调控 


原核 生物 和 真 核 生物 在 DNA 转录 及 其 调控 方面 一 个 显著 的 差别 就 是 DNA 模板 的 状态 不 同 。 以 
细菌 为 例 , 其 染色 体 DNA 绝 大 多 数 几 乎 处 于 完全 裸露 的 状态 ,而 真 核 生 物 的 细胞 核 DNA 大 部 分 被 结 
合 的 组 蛋白 遮挡 。 因 此 ,原核 生物 的 基因 表达 的 “默认 状态 " 是 开放 ,其 调控 机 制 主要 是 通过 阻 过 蛋白 
进行 的 负 调 控 , 而 真 核 生 物 基因 表达 的 “默认 状态 "是 关闭 ,其 调控 机 制 主要 是 通过 激活 蛋白 进行 的 正 

真 核 生物 的 DNA 与 组 蛋白 以 及 一 些 非 组 蛋白 共同 构成 染色 质 结 构 。 染 色 质 又 可 以 分 为 常 染色 
质 和 异 染 色 质 ,前 者 在 结构 上 较为 松散 ,对 DNA 酶 的 消化 比较 敏感 ,而 后 者 在 结构 上 更 为 紧密 ,能 够 
抵抗 DNA 酶 的 消化 。 实 验证 明 ,具有 转录 活性 的 区 域 属于 常 染色 质 。 





染色 质 是 一 种 动态 可 变 的 结构 ,其 结构 的 变化 能 直接 影响 到 基因 的 表达 。 影 响 染 色 质 结构 的 
主要 因素 有 3 个 :一 是 组 蛋白 的 共 价 修饰 ;二 是 染色 质 重 塑 因子 对 染色 质 的 作用 ;三 是 组 蛋白 变 体 
(histone variant) 取代 标准 组 蛋白 。 这 三 个 因素 都 会 影响 到 基因 的 表达 ,而且 它们 之 间 存 在 关联 。 


一 、 组 蛋白 的 共 价 修饰 对 基因 表达 的 影响 

已 有 众多 证 据 表 明 , 真 核 生 物 一 个 核 基因 在 表达 前 后 ,其 所 在 位 置 的 染色 质 结构 一 般 会 发 生 重 
塑 。 由 于 染色 质 的 组 成 单位 是 核 小 体 , 因 此 ,染色 质 结构 的 改变 是 从 核 小 体 的 变化 开始 的 ,而 核 小 体 的 
变化 又 是 从 组 蛋白 的 共 价 修饰 或 去 修饰 开始 的 。 在 这 里 ,组 蛋白 的 共 价 修饰 并 没有 影响 一 个 基因 的 碱 
基 序 列 , 但 却 影响 基因 的 表达 ,进而 影响 生物 的 表 型 ,因此 这 样 的 遗传 方式 属于 表 观 和 遗 传 (epigenetic)。 


喧 表 43-1 组 蛋白 不 同 共 价 修饰 对 基因 表达 的 影响 以 及 其 他 功能 





乙酰 化 H3K9,H3K14,H2BK5,H2BK20 转录 激活 
单 甲 基 化 H3K4,H3K5,H3K27,H3K79,H3R17,H4R3， 转录 激活 
H4K20 或 H2BK5 
H3R8 转录 阻 过 
双 甲 基 化 HIK26,H3K5,H3K27 转录 阻 歇 
H3K79 转录 激活 
三 甲 基 化 H3K4 转录 激活 
H3K9,H3K27,H2BK5 转录 阻 歇 
磷酸 化 H1S27 转录 激活 .染色 质 去 浓缩 
H3T3,H3S10,H4S1 有 丝 分 裂 、 转 录 激 活 .DNA 修复 
小 泛 素 相关 修饰 物 修饰 酵母 的 H2BK6 或 H2BK7 转录 阻 遇 
泛 栈 化 酵母 H2BK123 转录 激活 
哺乳 动物 H2B120 减 数 分 裂 


组 蛋白 能 够 经 历 的 共 价 修饰 包括 :乙酰 化 . 甲 基 化 、 磷 酸化 .生物 素 化 、 泛 酰 化 .小 泛 素 相关 修饰 物 
修饰 和 ADP- 核糖 基 化 等 ,其 中 乙酰 化 对 染色 质 结构 和 基因 表达 的 影响 最 大 ( 表 43-1)。 在 一 个 特定 
基因 附近 的 组 蛋白 分 子 上 发 生 的 共 价 修饰 ,决定 了 一 个 基因 能 和 否 表 达 以 及 表达 的 强度 ,于 是 ,一 种 特 
定 的 修饰 样式 相当 于 一 个 控制 特定 基因 表达 的 密码 , 即 组 蛋白 密码 (histone code)。 那 些 能 够 改变 组 蛋 
白 共 价 修饰 模式 的 酶 均 是 组 蛋白 密码 的 调节 者 。 

每 一 个 组 蛋白 都 有 一 个 柔性 的 N 端 尾巴 ,此 尾巴 伸展 在 组 蛋白 核心 和 DNA 双 螺 旋 之 外 ,作为 各 
种 修饰 酶 作用 的 主要 位 点 ,其 中 的 Lys 残 基 为 乙酰 化 位 点 。 催 化 组 蛋白 发 生 乙酰 化 和 去 乙酰 化 反应 的 
酶 分 别 是 组 蛋白 乙酰 转移 酶 (HAT) 和 组 蛋白 去 乙酰 酶 (HDAC) (图 43-1)。 

组 蛋白 的 乙酰 化 修饰 至 少 具有 3 个 功能 :四 中 和 Lys 残 基 上 的 正 电 荷 而 减弱 组 蛋白 与 DNA 的 亲 
和 力 ;@) 招 募 其 他 刺激 转录 的 激活 蛋白 和 辅 激活 蛋白 ;@) 启 动 染色 质 重 塑 。 以 上 三 个 方面 均 有 利于 基 
因 转 录 的 发 生 。 

属于 原核 生物 的 古 菌 虽 然 很 多 也 具有 组 蛋白 ,并 形成 核 小 体 , 但 组 蛋白 在 两 端 缺 乏 从 核 小 体 伸 出 
的 尾巴 ,所 以 不 像 真 核 生物 那样 会 发 生 各 种 共 价 修饰 。 


二 、 染 色 质 重 塑 对 基因 表达 的 影响 

染色 质 重 塑 是 指 在 依赖 于 ATP 的 核 小 体重 塑 复合 物 的 调节 下 ,组 蛋白 受 ATP 水 解 的 驱动 , 沿 
着 DNA 发 生 移 位 ,从 而 导致 核 小 体 之 间 的 间距 发 生 改 变 ,甚至 产生 无 核 小 体 染 色 质 或 浓缩 染色 质 
的 过 程 。 

通过 重 塑 ,染色 质 结构 可 以 朝 两 个 相反 的 方向 转变 ,一 种 有 利于 基因 的 转录 ,一 种 则 抑制 基因 的 
转录 。 无 论 向 哪 一 个 方向 转变 ,都 需要 两 类 和 蛋白质 复 合 物 的 参与 。 如 果 是 向 有 利于 转录 的 方向 进行 


(3， 


真 核 生物 还 有 哪些 
机 制 可 产生 表 观 遗传 ? 
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物 和 SAGA 复合 物 等 ,其 中 p300/CBP 可 能 是 最 重要 的 ,因为 它 可 以 和 一 系列 参与 转录 的 转录 因子 相 
互 作用 。 促 进 染 色 质 构象 松散 的 重 塑 因 子 包 括 SWISNF 因子 和 RSC 复合 物 的 表达 。 

p300/CBP 复合 物 由 p300 和 CBP 组 成 ,两 者 具有 相似 的 结构 ,其 中 CBP 就 是 CREB 结合 蛋白 。 
p300/CBP 以 3 种 方式 提高 基因 的 表达 :GD 通过 自 带 的 HAT 活性 改变 染色 质 的 构象 ,使 其 变 得 松散 ; 
CD 有 助 于 RNA 聚合 酶 工 和 基础 转录 因子 招募 到 启动 子 上 ;@@ 充 当 其 他 调节 转录 的 分 子 与 基础 转录 复 
合 物 作用 的 接头 分 子 。SAGA 复合 物 也 是 一 类 带 有 HAT 活性 的 多 亚 基 复 合 物 , 同 时 还 具有 脱 泛 酰 酶 
的 活性 , 它 主 要 催化 H3 的 乙酰 化 。 

SWISNF 因子 和 RSC 复合 物 都 是 由 多 个 亚 基 组 成 ,具有 依赖 于 DNA 的 ATP 酶 活性 ,利用 水 解 
ATP 释放 出 的 能 量 ,使 核 小 体 DNA 在 核 小 体 的 表面 形成 突 环 结构 ,或 者 让 核 小 体 发 生 滑 移 ,又 或 者 让 
组 蛋白 八 聚 体 转 移出 去 ,从 而 使 染色 质 的 结构 得 以 重 塑 。 经 过 重 塑 的 染色 质 内 的 与 基因 转录 有 关 的 
各 种 顺 式 元 件 得 以 暴露 ,这 有 利于 相应 的 反 式 作用 因子 的 识别 和 结合 ,从 而 启动 转录 。 参 与 重 塑 过 程 
的 重 塑 因子 通常 都 含 布 罗 莫 结构 域 (bromodomain), 此 结构 域 负 责 与 组 蛋白 分 子 上 乙酰 化 的 Lys 残 基 
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如 果 是 向 不 利于 转录 的 方向 进行 重 塑 ,就 需要 HDAC 复合 物 和 促进 染色 质 浓 缩 的 重 塑 因子 。 已 
发 现 的 SIN3-RPD3 复合 物 就 是 一 种 HDAC 复合 物 ,其 中 SIN3 是 辅 阻 过 蛋白 ,RPD3 具有 HDAC 的 活性 。 

在 一 个 细胞 内 ,会 同时 存在 多 个 不 同 的 染色 质 重 塑 复合 物 (图 43-2): 某 些 用 来 松散 染色 质 ,使 异 
染色 质变 成 常 染色 质 , 从 而 启动 一 个 基因 的 表达 ;还 有 一 些 用 来 浓缩 染色 质 ,使 常 染色 质变 成 异 染 色 
质 ,从 而 关闭 一 个 基因 的 表达 。 总 之 ,如 果 要 激活 一 个 基因 的 表达 ,首先 就 需要 一 种 激活 蛋白 与 该 基 
因 附 近 的 增强 子 结合 。 一 旦 激活 蛋白 结合 上 去 , 它 一 方面 将 HAT 复合 物 (p300/CBP 复合 物 或 SACA 
复合 物 等 ) 招募 进来 , 另 一 方面 又 通过 辅 激 活 蛋 白 、 介 导 和 蛋白 与 基础 转录 因子 、RNA 聚合 酶 相互 作用 。 
招募 进来 的 HAT 复合 物 催化 附近 的 组 蛋白 发 生 乙 酰 化 修饰 ,而 被 修饰 的 组 蛋白 又 将 染色 质 重 塑 因子 
(SWISNF 因子 或 和 RSC 复合 物 ) 招募 进来 。 新 “和 人 盟 ” 的 重 塑 因子 以 水 解 ATP 为 动力 ,促使 染色 质 的 
构象 变 得 更 加 松散 , 以 暴露 启动 子 和 其 他 顺 式 作 用 元 件 ,方便 基础 转录 因子 和 RNA 聚合 酶 的 识别 和 
结合 。 一 旦 基础 转录 因子 和 RNA 聚合 酶 结合 上 来 ,一 种 庞大 的 预 起 始 转录 复合 物 便 形 成 了 。 反 之 ,如 
果 要 阻 遇 一 个 基因 的 表达 ,首先 就 需要 一 种 阻 遏 蛋白 与 该 基因 附近 的 沉默 子 结合 。 一 旦 阻 遏 和 蛋白 结 
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四 4- 2 组 蛋白 的 修饰 与 染色 质 构象 变化 的 关系 (Passarge， 2007) 


合 上 去 , 它 全 将 HDAC 复合 物 (SIN3/RPD3 复合 物 ) 招募 进来 。 招募 进来 的 HDAC C 复合 物 催化 附近 的 
组 蛋白 发 生 去 乙酰 化 反应 ,而 丢掉 乙酰 基 的 组 蛋白 再 将 促进 染色 质 浓缩 的 重 塑 因 子 招募 进来 ,促使 染 
色 质 的 浓缩 ,使 启动 子 和 其 他 顺 式 作用 元 件 难 以 识别 ,基因 表达 之 门 也 就 被 关闭 了 。 

以 酵母 细胞 参与 交配 的 HO 内 切 酶 的 基因 转录 激活 为 例 ( 图 43-3), 首 先 需 要 一 种 激活 蛋白 
SWISP 与 其 增强 子 结合 ,然后 再 通过 组 蛋白 乙酰 转移 酶 (SAGCA 复合 物 ) 染色 质 重 塑 因 子 (SWISNF 复 
合 物 ) 激 活 蛋 白 SBP 和 介 导 和 蛋白 的 依次 作用 ,最 后 将 基础 转录 因子 和 RNA 聚合 酶 招募 到 HO 基因 的 
核心 启动 子 上 ,由 此 启动 HO 基因 的 转录 。 


三 、 组 蛋白 变 体 对 基因 表达 的 影响 

所 有 真 核 细胞 内 的 组 蛋白 都 具有 5 种 标准 的 形式 。 这 5 种 标准 的 形式 由 多 个 拷贝 的 基因 编码 ， 
在 进化 上 高 度 保守 。 与 此 同时 ,细胞 内 还 存在 与 这 5 种 标准 形式 相对 应 的 不 同 变 体 。 这 些 变 体 的 氨 
基 酸 序列 与 相应 的 标准 组 蛋白 在 一 级 结构 上 差别 可 能 很 小 ,也 可 能 很 大 ,表达 的 方式 可 能 是 组 成 型 ， 
也 可 能 具有 组 织 特 异性 。 编 码 这 些 变 体 的 基因 与 相应 的 标准 组 蛋白 的 基因 并 不 呈 等 位 基因 的 关系 ， 
且 通 常 是 单 拷贝 。 有 些 变 体 与 相应 的 标准 组 蛋白 相 比 ,在 与 DNA 结合 的 性 质 上 差别 很 大 , 故 它 们 
在 取代 相应 的 标准 组 蛋白 以 后 ,会 改变 核 小 体 和 染色 质 的 结构 ,进而 有 可 能 影响 到 基因 的 表达 。 

如 果 一 种 变 体 代 替 了 相应 的 标准 组 蛋白 参 和 人 到 一 个 或 多 个 核 小 体 结构 之 中 ,就 等 于 在 染色 质 上 
创造 了 一 些 “ 特 区 ”, 或 者 在 染色 质 上 打上 了 特殊 的 标记 。 这 些 特 化 的 区 域 或 者 特殊 的 标记 可 能 具 
有 多 种 不 同 的 功能 ,但 最 重要 的 功能 可 能 是 调节 特定 的 基因 表达 。 例 如 ,H2A 有 一 种 最 常见 的 变 体 
叫 H2A.Z, 它 在 C 端的 序列 和 长 度 明 显 不 同 于 标准 的 H2A。 已 发 现 它 在 染色 质 许 多 特定 的 区 域 取 代 
H2A ,而 这 种 取代 是 目前 所 有 进行 测试 动物 的 发 育 和 生存 所 必需 的 。 

组 蛋白 变 体 对 基因 表达 的 影响 是 多 方面 的 。 最 早 在 四 膜 虫 细胞 内 发 现 ,H2A.Z 的 参 人 与 具有 转录 
活性 的 染色 质 相 偶 联 。 后 来 在 酵母 细胞 中 发 现 ,H2A.Z 位 于 异 染 色 质 的 两 侧 ,其 存在 能 阻止 异 染 色 质 
向 周围 常 染色 质 区 域 扩 散 。 另 外 ,在 酵母 的 常 染色 质 区 ,几乎 所 有 基因 的 启动 子 区 都 存在 带 有 H2A.Z 
的 核 小 体 , 它 经 常 出 现在 无 核 小 体 启 动 子 两 侧 的 2 个 核 小 体内 。 不 过 ,这 种 核 小 体 的 存在 ,可 能 激活 
也 可 能 阻 过 基因 的 表达 。 
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四 、 人 性 染色 质 构象 的 变化 与 两 
性 基因 剂量 之 问 的 平衡 

雄性 和 雌性 动物 在 性 染色 质 的 结 
构 上 有 差别 ,为 了 维持 两 性 在 基因 剂 
量 上 的 平衡 ,性 染色 质 的 结构 在 特定 
阶段 发 生变 化 ,以 激活 或 抑制 整 条 染 
色 质 上 的 基因 表达 。 例 如 ,上 峻 性 哺乳 
动物 在 胚胎 发 育 到 某 个 阶段 ,会 随机 
失 活 两 条 X 染色 质 的 一 条 ,使 之 变 成 
高 度 浓 缩 的 巴 氏 小 体 (Barr body), 以 
维持 与 只 含 一 条 X 染 色 质 的 雄性 哺 
乳 动 物 具 有 相同 的 基因 表达 水 平 ;在 
雄性 果 蝇 细胞 内 ,其 单个 X 染色 质 的 
转录 活性 加 倍 ,以 维持 与 雌性 果 蝇 相 
同 的 基因 表达 水 平 。 雄 性 果 蝇 细胞 内 
的 单个 X 染色 质 的 转录 活性 加 倍 与 2 
种 neRNA 一 一 roXl 和 roX2 有 关 。 这 
2 种 RNA 只 在 雄 果 蝇 体 内 表达 ,功能 
是 负责 雄性 特异 性 致死 male specific 
lethal,MSL) 蛋白 质 复合 物 的 组 装 。 
MSL 复合 物 被 组 装 好 以 后 ,与 X 染 色 
质 结合 ,促进 X 染 色 质 上 的 H4 组 蛋 
白 的 Lys16(H4K16) 发 生 乙酰 化 修饰 ， 
从 而 提高 X 染 色 质 上 的 基因 转录 水 
平 。MSL 复合 物 在 果 蝇 基因 组 上 约 有 
35 个 进入 点 (entry site), 其 中 有 2 个 为 
编码 roXl/proX2 基因 的 位 点 。 在 肉 雄 同 
体 线虫 细胞 (XX) 内 ,一 种 叫 剂量 补偿 
复合 物 (dosage compensation complex， 
DCC) 的 蛋白 质 与 两 条 X 染色 质 结 合 ， 
会 导致 转录 活性 各 自 减 半 , 以 维持 与 
雄性 线虫 (XO) 相同 的 基因 表达 水 平 。 
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第 二 节 在 DNA 水 平 上 的 调控 


真 核 生 物 在 DNA 水 平 上 调控 基因 表达 的 手段 有 :DNA 扩 增 、DNA 重 排 、DNA 甲 基 化 、DNA 印记 


和 启动 子 的 可 变 使 用 等 。 


一 、DNA 扩 增 


DNA 扩 增 (DNA amplification) 是 通过 增加 基因 的 拷贝 数 来 提高 基因 表达 效率 的 一 种 手段 ,使 用 这 
种 手段 来 进行 调控 的 通常 是 细胞 在 较 短 的 时 间 内 或 在 特定 的 发 育 阶 段 需要 大 量 表达 的 基因 。 当 其 他 


提高 基因 表达 的 调控 手段 达到 极限 的 时 候 ,DNA 扩 增 就 显得 尤为 重要 。 

例如 ,两 栖 动物 的 成 熟 卵细胞 在 受精 后 ,其 编码 rRNA 的 基因 (5S rRNA 基因 除外 ) 即 rDNA 使 用 
滚 环 复制 大 量 扩 增 ,拷贝 数 可 增 至 2 000 倍 ,很 显然 ,这 是 为 受精 卵 在 随后 分 裂 和 分 化 过 程 中 需要 有 
大 量 核糖 体 来 合成 大 量 蛋 白质 而 准备 的 。 再 如 , 氮 甲 基 蝶 叭 是 哺乳 动物 细胞 DHFR 的 抑制 剂 , 如果 
将 哺乳 动物 细胞 放 在 含有 这 种 抑制 剂 的 培养 基 上 培养 , 绝 大 多 数 细胞 会 死亡 ,但 少数 细胞 却 能 生存 下 
来 。 这 些 存 活 下 来 的 细胞 在 包含 DEFR 基因 的 DNA 区 段 ,通过 局 部 的 滚 环 复制 扩 增 了 近 4 000 倍 ,使 
DHFR 的 表达 量 显著 增加 ,从 而 对 氨 甲 基 蝶 叭 产生 了 抗 性 。 


二 、DNA 重 排 

真 核 生物 利用 DNA 重 排 来 调控 基因 表达 的 典型 例子 ,是 高 等 动物 B 淋巴 细胞 在 成 熟 过程 中 , 编 
码 抗体 轻 链 和 重 链 的 基因 所 经 历 的 程序 性 重 排 (programmed rearrangement)。 

抗体 是 动物 体液 免疫 的 基础 ,其 近乎 天 文 数字 的 多 样 性 曾 叫 人 百 思 不 得 其 解 。 以 人 为 例 ,估计 1 
个 人 至 少 可 产生 10” 种 特异 性 不 同 的 抗体 ,但 人 的 蛋白 质 基 因 总 数 在 2 万 多 个 。 既 然 蛋白 质 是 由 基因 
编码 的 ,那么 这 么 少 的 基因 如 何 能 够 编码 出 如 此 繁多 的 蛋白 质 呢 ? 

为 了 解释 抗体 的 多 样 性 ,先后 有 人 提出 了 胚 系 学 说 (germ line theory) 和 体 细 胞 突变 学 说 (somatic 
mutation theory)。 前 一 种 学 说 认为 ,一 个 物种 的 每 一 个 个 体 本 来 就 有 编码 所 有 抗体 的 基因 ,它们 都 是 从 
亲 代 遗传 而 来 的 ;后 一 种 学 说 认为 , 胚 系 细胞 含有 有 限 的 抗体 基因 ,然而 ,在 B 细胞 成 熟 的 过 程 中 , 抗 
体 基 因 发 生 了 突变 ,而 不 同 的 B 细胞 发 生 不 同 的 突变 ,从 而 产生 不 同 的 抗体 。 这 两 种 学 说 虽然 都 含有 
部 分 正确 的 成 分 ,但 都 不 能 从 根本 上 解决 问题 。 

就 在 发 现 构成 抗体 的 了 链 和 工 链 都 是 由 V 区 和 C 区 组 成 以 后 不 久 ,Dryer 和 Bennett 于 1965 年 , 提 
出 了 一 种 能 节省 抗体 基因 空间 的 双 基 因 学 说 (two-gene theory)。 该 学 说 认为 ,一 个 生物 只 有 一 个 编码 H 
链 或 工 链 C 区 的 基因 ,但 含有 多 个 编码 V 区 的 基因 ,既然 C 区 至 少 占 据 了 整个 抗体 的 一 半 ,那么 通过 这 
样 的 组 织 ,首先 就 减少 了 至 少 50% 的 抗体 基因 。 随 后 ,在 B 细 胞 成 熟 过 程 中 ,可 能 是 V 区 基因 和 C 区 基因 ， 
或 者 V 区 mRNA 和 C 区 mRNA, 或 者 V 区 肽 段 和 C 区 肽 段 再 连接 起 来 。 由 于 这 种 学 说 与 当时 传统 的 基 
因 结构 和 蛋白质 合成 的 观念 相悖 ,受到 了 人 们 的 排斥 。 后 来 过 了 11 年 ,在 限制 性 内 切 酶 被 发 现 以 后 ,两 
位 在 瑞士 工作 的 日 本 科学 家 Nobumichi Hozumi 和 Susumu Tonegawa 用 实验 证 明 ,Dryer 和 Bennett 的 观点 
基本 是 正确 的 。 而 且 , 他 们 还 发 现 了 第 三 个 基因 片段 六 ,此 片段 负责 将 Vi 与 C 区 连接 起 来 。 

至 于 重 链 基因 的 结构 ,可 使 用 类 似 的 方法 进行 确定 。 不 过 与 轻 链 基因 结构 不 同 的 是 : 重 链 的 基因 
多 了 一 个 多 样 性 片段 diversity ,Dia)。 

43-4 为 胚 系 细胞 轻 链 基 因 的 结构 ,以 及 B 淋巴 细胞 在 成 熟 过 程 中 所 经 历 的 重 排 反 应 。 从 图 
中 可 以 看 出 : 轻 链 基因 共 分 为 3 个 部 分 ,以 k 轻 链 为 例 , 分 别 是 LV、 到 和 C.。 下 紧 靠 Cu, 但 远离 于 
LVs。L. 编码 的 是 轻 链 的 信号 肽 序列 , 它 与 V. 之 间 有 内 含 子 。LsV. 和 到 具有 多 个 不 同 的 拷贝 ,以 
LV 变化 最 大 。 

以 人 的 k 轻 链 为 例 , 其 基因 位 于 第 2 号 染色 体 上 ,由 40 个 V 区 基因 (编码 N 端 95 个 氨基 酸 残 基 ) 
和 5 个 J 基 因 ( 编 码 另外 13 个 氨基 酸 残 基 ) 和 1 个 C 基因 组 成 ,其 中 本 基因 和 C 基因 之 间 是 1 个 大 的 
内 含 子 序列 。 

人 的 重 链 基因 则 位 于 第 14 号 染色 体 上 , 约 有 50 个 V 区 基因 .20 个 D 基 因 ,6 个 J 基 因 和 若干 个 
含有 内 含 子 的 C 区 基因 (图 43-5)。 由 于 多 了 D 基因 , 故 能 创造 更 多 的 多 样 性 。 

如 果 是 重 链 , 就 需要 发 生 2 次 重 排 反 应 ,第 1 次 是 在 D-J 之 间 , 第 2 次 在 V-DJ 之 间 。 与 轻 链 重 
排 反 应 不 同 的 是 :在 V 基因、D 基因 或 J 基 因 被 切 开 以 后 ,细胞 内 的 末端 脱氧 核 苷 酸 转移 酶 (terminal 
deoxynucleotidyl transferase,TdT) 会 在 被 切 开 的 3 端 随机 添加 若干 个 脱氧 核 苷 酸 ( 最 多 可 达 15 个 ), 从 
而 进一步 扩大 了 抗体 基因 的 多 样 性 。 











da3, 


Hozumi 和 Toneg- 
awa 的 经 典 实 验 


如 果 克 隆 羊 多 莉 是 
由 昌 淋 巴 细胞 或 下 淋巴 细胞 
克隆 得 到 的 ,你 认为 多 莉 羊 
会 有 什么 异常 ? 
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胚 系 细胞 中 没有 重 排 的 DNA 
LV (一 40) 下 
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抗体 基因 的 重 排 属 于 位 点 特异 性 DNA 重组 。 通 过 重 排 ,不 仅 产生 了 抗体 的 多 样 性 ,还 将 抗体 基 
因 的 启动 子 (与 V 基因 相 邻 ) 带 到 增强 子 (位 于 JJ 基因 和 C 基因 之 间 ) 附近 ,从 而 使 抗体 基因 能 够 有 效 
地 转录 。 

抗体 基因 的 多 样 性 除了 通过 DNA 重 排 和 TadT 的 作用 创造 以 外 ,还 可 以 通过 mRNA 前 体 的 可 变 剪 
接 .可 变 加 尾 、 体 细胞 突变 等 手段 来 加 强 ,概括 起 来 如 下 :GDVJ 和 VDJ 的 重组 连接 。 包 括 k 轻 链 的 40 
个 V 基 因 和 5 个 J 基 因 的 组 合 ,共有 200 种 可 能 ;和 轻 链 的 40 个 V 基 因 和 4 个 J 基 因 , 共 有 160 种 可 能 ; 
重 链 的 50 个 V 基因 .20 个 D 基因 和 6 个 J 基 因 , 共 有 6 000 种 可 能 。 轻 链 和 重 链 的 随机 组 合 可 形成 
含 k 轻 链 和 入 轻 链 的 抗体 分 别 是 200 x 6 000=1.2 x 10" 种 和 160 x 6 000=0.96x 10' 种 ,总 共有 2.16x 10' 
种 可 能 性 。@) 连 接 的 多 样 性 。 重 排 过 程 中 的 连接 是 不 精确 的 ,这 种 "故意 ”的 不 精确 连接 可 导致 气 基 
酸 的 变化 或 缺失 ,从 而 影响 到 抗原 结合 位 点 的 结构 ,实际 上 它 也 是 抗体 上 出 现 高 变 区 的 原因 。@@ 插 入 
的 多 样 性 。TdT 作用 导致 DJ 连接 或 V-DJ 连接 中 随机 插 和 人 若干 个 核 苷 酸 到 V 基因 、D 基因 或 本 基因 的 
末端 。 四 体 细胞 超 突 变 (somatic hypermutation), 主要 发 生 在 V 基因 。@@ 可 变 剪接 和 可 变 加 尾 (参看 “ 转 
录 水 平 后 调控 ”)。 


三 、DNA 甲 基 化 与 产 甲 基 化 

DNA 甲 基 化 是 一 种 复制 后 加 工 反应 ,是 真 核 生物 发 生 表 观 遗传 的 又 一 重要 因素 。 真 核 生 物 和 原 
核 生 物 的 DNA 都 可 以 进行 甲 基 化 修饰 ,但 两 者 的 甲 基 化 位 点 和 甲 基 化 功能 完全 不 同 。 

真 核 生 物 DNA 的 甲 基 化 位 点 主要 是 CpG 二 核 苷 酸 (少数 是 CpNpG 三 核 昔 酸 序列 ) 之 中 的 C, 甲 
基 供 体 为 SAM, 由 DNA 甲 基 化 酶 催化 。C 被 甲 基 化 后 成 为 S- 甲 基 胞 喀 啶 。 

CpG 序列 在 基因 组 中 的 分 布 并 不 均一 ,通常 成 徐 存 在 ,形成 所 谓 的 CpG 岛 (CpG island)。 每 一 个 
CpG 岛 长 度 在 1~2 kb 左右 ,内 有 多 个 CG 序列 ,通常 位 于 基因 的 启动 子 附近 或 内 部 ,并 有 可 能 延伸 到 
基因 的 第 一 个 外 显 子 。 

甲 基 化 样式 与 基因 表达 有 关 : 活 性 基因 的 CpG 岛 处 于 去 甲 基 化 状态 , 非 活 性 基因 的 CpG 岛 处 于 
甲 基 化 状态 。 管 家 基因 的 CpG 岛 在 所 有 的 细胞 都 呈 去 甲 基 化 状态 ,而 组 织 特异 性 基因 的 CpG 岛 只 在 
表达 它 的 细胞 才 处 于 去 甲 基 化 状态 。 

甲 基 化 导致 基因 转录 活性 的 丧失 有 3 种 可 能 的 机 制 (图 43-6): 中 甲 基 化 直接 阻止 了 对 甲 基 化 敏 
感 的 转录 因子 (如 Ap-2、E2F 和 NF-kB)、RNA 聚合 酶 与 启动 子 的 结合 ,而 导致 转录 不 能 进行 ;@ 甲 基 化 
胞 喀 啶 结合 蛋白 (methyl cytosine binding protein,MeCP) 与 甲 基 化 位 点 结合 ,致使 转录 无 法 进行 。 有 2 
种 MeCP ,一 种 是 MeCP-1 , 另 一 种 是 MeCP-2。MeCP-! 与 甲 基 化 位 点 的 结合 可 阻止 转录 因子 .RNA 聚 
合 酶 与 启动 子 的 结合 ,从 而 使 转录 无 法 启动 ,而 MeCP-2 与 甲 基 化 位 点 的 结合 可 将 其 他 转录 阻 遏 蛋白 
(如 SIN3 和 HDAC) 招募 到 启动 子 周 围 ,从 而 也 能 阻止 基因 的 转录 -CODNA 甲 基 化 改变 了 染色 质 结构 ， 
致使 甲 基 化 周围 的 染色 质 成 为 无 转录 活性 的 异 染 色 质 。 这 可 能 是 识别 并 结合 甲 基 化 位 点 的 蛋白 质 ， 
将 HDAC 和 促进 染色 质 浓缩 的 重 塑 因子 招募 到 修饰 位 点 附近 所 引起 的 。 

雌性 哺乳 动物 在 胚胎 发 育 的 早期 , 即 在 原 肠 胚 形成 的 时 候 , 外 胚层 细胞 中 的 一 个 X 染色 质 经 过 浓 
缩 和 甲 基 化 而 随机 地 灭 活 。 灭 活 至 少 与 2 种 较 长 的 neRNA 有 关 : 一 种 是 由 X 染色 质 上 的 一 个 叫 奴 S7 
的 基因 编码 , 即 Xist RNA ( 约 17 kb), 另 外 一 种 为 Tsix RNA ( 约 50 kb), 它 有 部 分 序列 与 Xist RNA 互补 。 
具体 的 灭 活 过 程 大 致 如 下 :GD 在 胚胎 发 育 的 早期 ,两 个 X 染色 质 上 的 1S7 基因 都 有 转录 活性 ,但 转录 
出 来 的 Xist RNA 会 很 快 水 解 -@ 其 中 有 一 条 X 染色 质 开 始 表 达 Tsix RNA。 受 Tsix RNA 和 其 他 一 些 
因素 的 作用 ,这 一 条 X 染色 质 在 1S7 基因 的 启动 子 附近 的 CpG 岛 因 发 生 甲 基 化 而 不 再 表达 , 它 将 来 
会 处 于 活性 的 状态 .@ 另 外 一 条 X 染色 质 上 的 27S7 基因 则 继续 转录 。 转 录 出 来 的 Xist RNA 的 前 体 
经 过 后 加 工 以 后 (剪接 和 加 尾 ), 沿 着 表达 它 的 X 染 色 质 积累 ,但 并 不 扩散 到 另外 一 条 X 染色 质 上 ,而 
是 包 被 在 这 条 X 染色 质 上 ,通过 招募 一 些 蛋 白质 复合 物 来 阻 断 其 他 基因 的 表达 ,并 逐步 诱导 此 染色 质 


( 醒 


试想 出 一 种 体 细胞 
发 生 超 突变 的 机 制 。 


与 其 他 二 核 苷 酸 序 
列 相 比 ,CG 序列 更 容易 发 生 
自发 点 突变 ,这 是 为 什么 ? 
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(CTS 艳 如 果 一 种 猫 的 花色 
由 X 染 色 体 上 的 基因 控制 ， 
那么 由 这 种 猫 的 骏 性 和 雄性 
克隆 出 来 的 猫 与 原来 的 猫 在 
花色 上 是 否 相同 ? 为 什么 ? 


你 能 否 使 用 DNA 
印记 来 解释 哺乳 动物 难以 进 
行 孤 雌 生 殖 ? 
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(1) 直接 干扰 TF 的 结合 (2) 特殊 的 转录 阻 过 蛋白 
与 甲 基 化 位 点 结合 


b.TF 不 能 结合 ， 转 录 受 阻 
(3) 非 活性 染色 质 的 形成 


反 











浓缩 为 无 转录 活性 的 巴 氏 小 体 。 受 到 招募 的 蛋白 质 包 括 组 蛋白 的 一 种 变 体 一 一 H2A1.2 以 及 HDAC 
和 组 蛋白 甲 基 化 酶 。 受 Xist RNA 招募 的 复合 物 在 X 染色 体 上 只 有 一 个 进入 点 ,就 是 妈 S7 基因 本 身 。 
鸭 经 过 随机 失 活 的 细胞 将 来 分 裂 的 时 候 , 形 成 的 子 细胞 内 的 X 染色 质 会 维持 原来 的 失 活 样式 。 

甲 基 化 样式 是 可 遗传 的 , 它 关 系 到 某 一 物种 一 些 特殊 表 型 的 产生 (参看 下 文 “DNA 印记 ”)。 此 外 ， 
甲 基 化 样式 具有 组 织 特异 性 ,这 与 组 织 特异 性 去 甲 基 化 酶 有 关系 。 

羟 甲 基 化 修饰 也 是 发 生 在 DNA 的 C 上 ,C 因此 变 成 5- 羟 甲 基 胞 喀 啶 (5-hmC)。 这 种 修饰 时 在 
1952 年 就 在 某 些 吻 菌 体 DNA 上 被 发 现 ,但 直到 2009 年 ,人 们 才 发 现 哺乳 动物 的 脑 细胞 和 胚胎 干细胞 
中 大 量 存在 这 种 修饰 的 碱 基 。 在 哺乳 动物 细胞 内 ,5-hmC 是 由 5 甲 基 C 氧化 而 成 ,催化 此 反应 的 酶 属 
于 Tet 蛋白 家 族 。C 羟基 化 修饰 的 功能 也 是 调节 基因 的 表达 ,特别 是 在 哺乳 动物 的 脑 细胞 和 胚胎 干 细 
胞 中 ,此 外 还 能 促进 C 的 去 甲 基 化 ,从 而 影响 到 C 甲 基 化 对 基因 表达 的 阻 过 作用 。 


四 、DNA 印记 

就 许多 真 核 生 物 的 某 些 基 因而 言 ,在 一 个 发 育 的 个 体 之 中 ,两 个 等 位 基因 中 只 有 一 个 表达 ,有 的 
是 来 自 父 本 的 基因 才能 表达 ,有 的 是 来 自 母 本 的 基因 才能 表达 。 这 种 由 亲 代 决定 的 等 位 基因 选择 性 
表达 的 机 制 称 为 DNA 印记 (DNA imprinting)。 印 记 的 手段 是 甲 基 化 ,不 表达 的 等 位 基因 在 CpG 岛 上 
的 C 被 甲 基 化 ,表达 的 等 位 基因 在 CpG 岛 上 的 C 没有 发 生 甲 基 化 。 

在 配子 形成 (gametogenesis) 时 期 ,许多 基因 就 开始 以 性 别 特异 性 的 方式 进行 甲 基 化 反应 ,性 别 特 
异性 的 甲 基 化 导致 胚胎 内 来 自 不 同 亲 本 的 等 位 基因 的 区 别 表 达 ( 图 43-7)。 虽 然 在 胚胎 发 育 的 早期 ， 
其 生殖 细胞 内 的 甲 基 化 样式 重新 设 定 ,需要 经 历 一 波 又 一 波 的 去 甲 基 化 和 再 甲 基 化 反应 ,但 这 并 不 影 
响 到 印记 基因 的 甲 基 化 。 

在 个 体 发 育 的 整个 阶段 ,由 于 组 织 特异 性 甲 基 化 酶 的 作用 ,不 同类 型 细胞 的 甲 基 化 样式 会 发 生 改 
变 , 但 被 印记 的 基因 始终 得 到 维持 ,这 要 归功 于 细胞 内 一 种 维持 甲 基 化 酶 (maintenance methylase) 的 作用 。 
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43-7 _DNA 甲 基 化 与 印记 


框 43-1 身边 的 生物 化 学 一 一 蜂王 称 王 的 秘密 

大 多 数 人 都 知道 蜂王 和 工蜂 的 差别 :蜂王 有 旺盛 的 生育 能 力 , 它 唯一 的 工作 是 产 卵 ,一 天 能 下 几 和 王 个 
卵 ,而 工蜂 却 完全 丧失 了 生育 力 ;蜂王 更 长 寿 , 能 活 几 年 ,而 工蜂 只 能 活 几 个 月 。 但 蜂王 是 如 何 诞生 的 呢 ? 

澳大利亚 的 Ryszard Maleszka 的 研究 表明 ,蜂王 是 造 出 来 的 ,不 是 天 生 的 。 当 一 群 蜜蜂 中 需要 一 个 新 
蜂王 的 时 候 ,这 时 有 一 个 幼虫 被 选中 ,只 吃 由 保育 工蜂 头 部 腺 体 分 沁 出 来 的 蜂王 浆 , 它 将 来 发 育成 蜂王 ,而 
其 他 幼虫 只 是 在 出 生 的 时 刻 尝 一 口 蜂王 浆 的 味道 以 后 ,就 改 吃 蜂 密 了 ,它们 将 来 只 能 发 育成 工蜂 。 

为 什么 蜂王 和 工蜂 有 着 相同 的 基因 ,结局 却 如 此 不 同 呢 ? 根据 Ryszard Maleszka 等 人 发 表 在 2008 年 
3 月 13 日 Science 上 一 篇 论文 的 研究 成 果 , 原来 这 和 ”*DNA 分 子 上 CpG 岛 上 的 C 甲 基 化 ”有关 。DNA 
的 甲 基 化 是 由 甲 基 化 酶 来 催化 ,如 Dnmt3。 如 果 让 蜜蜂 幼虫 中 这 种 酶 失去 作用 ,蜜蜂 幼虫 就 发 育成 了 
蜂王 ,这 与 喂 它 蜂 王浆 的 效果 是 一 样 的 。 可 见 蜂王 浆 的 作用 就 是 让 控制 DNA 甲 基 化 的 酶 不 起 作用 。 
Maleszka 使 用 Dnmt3 的 siRNA, 让 Dnmt3 不 能 翻译 出 蛋白 质 。 当 Dnmt3 的 siRNA 被 注射 到 蜜蜂 幼虫 
体内 以 后 ,能 够 模拟 蜂王 浆 的 作用 ,结果 72% Danmt3 表达 受阻 的 幼 晶 变 成 了 蜂王 的 样子 。 它 们 具有 发 育 
完好 的 卵巢 ,其 结构 与 正常 通过 蜂王 浆 发 育 而 来 的 蜂王 没有 什么 差别 ,而 注射 阴性 对 照 sRNA 的 幼虫 
77% 发 育成 工蜂 。 

再 比较 成 年 工蜂 和 蜂王 基因 组 DNA 在 甲 基 化 上 的 差别 ,结果 发 现 基因 组 上 ,工蜂 比 蜂王 约 多 了 600 
个 基因 因为 发 生 了 甲 基 化 而 不 能 表达 。 


五 、 多 个 启动 子 的 可 变 使 用 

真 核 生物 的 很 多 基因 具有 不 止 一 个 启动 子 ,在 转录 的 时 刻 可 选用 不 同 的 启动 子 。 启 动 子 的 可 变 
使 用 一 般 具有 不 同 发 育 阶段 的 特异 性 或 组 织 特异 性 , 即 在 不 同 的 发 育 阶 段 或 者 在 不 同类 型 的 组 织 细 
胞 中 使 用 不 同 的 启动 子 , 从 而 导致 一 个 基因 可 以 编码 出 多 种 不 同 的 mRNA。 据 估计 ,人 和 小 鼠 超过 一 
半 以 上 的 基因 具有 选择 性 启动 子 。 例 如 ,在 哺乳 动物 体内 ,编码 翻译 起 始 因子 eEF1A 的 基因 和 编码 血 
红 和 蛋白 y4 的 基因 在 胚胎 发 育 期 间 以 及 胚胎 发 育 之 后 ,分 别 使 用 无 TATA 盒 和 含有 TATA 盒 的 启动 子 ee 
来 驱动 转录 。 再 如 ,编码 羟色胺 3 型 受 体 B 亚 基 的 基因 有 2 个 不 同 的 启动 子 ,分 别 在 外 周 神经 系统 和 种 蛋白 质 或 多 肘 ? 
中 枢 神经 系统 中 使 用 。 

同一 个 基因 受 不 同 启动 子 驱 动 而 转录 出 来 的 mRNA 可 能 具有 不 同 的 5"UTR, 也 可 能 具有 不 同 的 
ORF ,它们 经 过 翻译 可 产生 不 同性 质 或 功能 的 蛋白 质 产物 。 真 核 生物 通过 这 种 方式 可 以 提高 一 个 基因 
的 编码 能 力 ,以 增加 蛋白 质 的 多 样 性 。 

615 


CO 3 2 


616 


第 三 节 ”在 转录 水 平 上 的 调控 


真 核 生物 的 蛋白 质 基 因 的 转录 除了 启动 子 `_RNA 聚合 酶 下 和 基础 转录 因子 以 外 ,还 需要 其 他 顺 式 
作用 元 件 和 反 式 作用 因子 的 参与 。 参 与 基因 表达 调控 的 主要 顺 式 作用 元 件 有 增强 子 .沉默 子 绝缘子 
和 各 种 应 答 元 件 ;参与 基因 表达 调控 的 反 式 作用 因子 有 介 导 和 蛋白 激活 蛋白 、 辅 激活 蛋白 ` 阻 遇 蛋白 和 
辅 阻 过 蛋 白 等 。 

激活 蛋白 与 增强 子 结合 ,可 以 激活 基因 的 表达 ,但 需要 辅 激 活 蛋 白 才能 起 作用 ; 阻 过 蛋白 与 沉默 
子 结合 ,抑制 基因 的 表达 ,但 需要 辅 阻 过 蛋白 才能 起 作用 。 某 些 转录 因子 既 可 以 作为 激活 蛋白 ,也 可 
以 作为 阻 遏 蛋白 起 作用 ,而 究竟 是 起 何 种 作用 则 取决 于 被 调节 的 基因 。 辅 激活 蛋白 缺乏 DNA 结合 位 
点 ,但 它们 能 够 通过 和 蛋白质 与 蛋白 质 的 相互 作用 来 行使 功能 ,作用 方式 包括 :招募 其 他 激活 蛋白 ` 组 蛋 
白 修饰 酶 (如 HAT) 和 染色 质 重 塑 因 子 (如 SWISNF) 到 转录 复合 物 而 协助 激活 蛋白 激活 基因 的 转录 ; 
辅 阻 遏 蛋白 也 缺乏 DNA 结合 位 点 ,但 同样 可 通过 蛋白质 与 蛋白 质 的 相互 作用 起 作用 ,作用 机 理 包括 
掩盖 激活 蛋白 的 激活 位 点 作为 负 别 构 效 应 物 和 携带 去 修饰 酶 (如 HDAC) 去 中 和 修饰 酶 的 活性 。 





一 、 顺 式 作 用 元 件 

1. 增强 子 

作为 激活 蛋白 的 结合 位 点 ,增强 子 在 激活 基因 表达 过 程 中 起 着 不 可 替代 的 作用 。 核 小 体 的 存在 
使 体积 庞大 的 TFTIID 和 RNA 聚合 酶 开 很 难 与 启动 子 结合 ,然而 ,激活 蛋白 具有 简单 而 有 效 的 DNA 结 
合 位 点 ,通过 这 些 结合 位 点 与 增强 子 的 结合 ,可 “扰乱 ”局 部 的 染色 质 结 构 , 从 而 暴露 出 一 个 基因 的 启 
动 子 或 者 它 的 调节 位 点 ,为 基因 表达 铺 平 道 路 。 

2. 沉默 子 

沉默 子 的 结构 特征 和 作用 特点 与 增强 子 极为 相似 ,只 是 作用 效果 正好 与 增强 子 相反 。 它 作为 阻 
歇 蛋白 的 结合 位 点 ,可 抑制 特定 基因 的 表达 。 

3. 应 答 元 件 

应 答 元 件 是 细胞 为 了 应 对 各 种 信号 刺激 做 出 反应 而 存在 于 DNA 分 子 上 特殊 的 核 背 酸 序列 。 这 

些 特殊 的 序列 存在 于 某 些 基因 的 上 游 ,与 增强 子 .沉默 子 和 启动 子 一 起 调节 其 下 游 基 因 的 表达 。 常 见 
的 应 答 元 件 有 HRE .HSEMRE SRE .CRE 等 。 


4. 绝缘 子 es 


绝缘 子 是 一 种 位 于 启动 子 与 增强 子 或 启动 子 与 

沉默 子 之 间 的 顺 式 作用 元 件 , 它 具 有 2 个 重要 功能 -LEE A ea 
(图 43-8): 〇 作为 染色 质 上 转录 活性 基因 和 非 活性 汪汪 
基因 的 界限 ,在 与 特殊 的 转录 因子 结合 以 后 可 防止 站 发 


激活 或 阻 遇 扩 展 到 相 邻 的 基因 。@@ 如 果 位 于 一 个 增 上 
强 子 ( 或 沉默 子 ) 和 一 个 启动 子 之 间 ,绝缘 子 就 可 阻 





断 增 强 子 (或 沉默 子 ) 对 其 下 游 基因 转录 的 激活 ( 抑 E1 不 起 作用 

制 ), 但 它 并 不 干扰 启动 子 的 功能 ;如 果 它 位 于 一 个 二 

增强 子 (或 沉默 子 ) 的 上 游 ,对 这 个 增强 子 (或 沉默 子 ) FT 日 

的 作用 就 无 影响 。 + EI1 起 作用 
下 交 


绝缘 子 并 不 是 不 可 改变 的 调控 元 件 ,其 "绝缘 " 
的 效率 常常 受到 增强 子 沉默 子 . 启 动 子 和 基因 组 上 
下 游 序列 的 影响 。 此 外 ,绝缘 子 本 身 的 功能 也 是 受 
到 调控 的 ,并 且 还 可 能 有 组 织 特异 性 。 国史 


(3) 


As AAA ws FE aaa nes Am ee ss ww -ages 生息 wa asia aa ae ww， 


绝缘 子 还 可 能 参与 DNA 印记 :来 自 父 本 和 母 本 的 绝缘 子 一 个 甲 基 化 ,一 个 非 甲 基 化 ,只 有 非 甲 基 
化 的 绝缘 子 才能 与 特定 的 转录 因子 结合 ,产生 “绝缘 ”的 效果 。 
以 小 鼠 为 例 , 其 基因 组 上 的 印记 控制 区 域 (imprinting control region ,ICR) 就 是 一 种 绝缘 子 , 它 与 类 


胰岛 素 生 长 因子 (insulin-like growth factor 2,18 万 ) 的 基因 和 现 19 基因 的 印记 有 关 。7A2 和 友 9 相 上 臣 约 


ICR 增强 子 人 
1 人 本 的 19 才 具 有 转录 的 活性 。 两 个 基 


因 的 转录 可 受到 玉 79 下 游 同 一 个 增强 
子 的 激活 。 

如 图 43-9 所 示 ,ICR 位 于 71eA2 和 
万 9 之 间 , 靠 近 芭 9, 它 富 含 CG 序列 ， 
能 够 与 CCCTC 结合 因子 (CCCTC-binding 
factor,CTCF) 结合 ,但 只 有 非 甲 基 化 的 
ICR 才能 与 CTCF 结合 。 与 CTCF 结合 
的 ICR 才能 够 阻 断 增 强 子 刺激 绝缘 子 
二 以 外 的 基因 转录 。 

来 自 父 本 的 ICR 及 其 周围 的 序列 以 及 8179 的 启动 子 均 处 于 甲 基 化 状态 ,因而 无 转录 活性 ,579 无 
法 转录 ,但 jgA2 却 受到 增强 子 的 激活 而 具有 转录 的 活性 ;来 自 母 本 的 ICR 及 其 周围 的 序列 以 及 179 的 
启动 子 处 于 去 甲 基 化 状态 ,因而 有 活性 ,有 719 受到 增强 子 的 激活 而 转录 ,但 jeA2 却 因 ICR 的 绝缘 得 不 
到 增强 子 的 激活 而 无 转录 活性 。 





侠 43-9 ICR 绝缘 子 对 小 鼠 jg/2 和 友 9 基因 表达 的 控制 


二 、 转 录 因 子 

转录 因子 泛 指 除 RNA 聚合 酶 以 外 的 一 系列 参与 DNA 转录 和 转录 调节 的 蛋白 质 因子 ,分 为 基础 
转录 因子 和 调节 性 转录 因子 。 基 础 转录 因子 专 指 从 核心 启动 子 开始 进行 精确 转录 所 必需 的 一 组 最 低 
数量 的 蛋白 质 的 总 称 ,而 其 他 转录 因子 参与 转录 的 调节 ,激活 或 阻 过 基因 的 转录 ,因此 属于 调控 性 转 
录 因 子 。 

(一 ) 转录 因子 的 结构 

到 目前 为 止 ,已 在 不 同 的 真 核 生 物 中 发 现 近 2 800 多 种 转录 因子 , 约 占 哺乳 动物 基因 总 数 的 10%。 
大 多 数 转录 因子 通常 含有 以 下 几 种 不 同 的 结构 域 :DDNA 结合 结构 域 (DNA-binding domain ,DB), 直 
接 与 顺 式 作用 元 件 结合 的 转录 因子 都 具有 此 结构 域 。 转 录 因 子 一 般 使 用 此 结构 域 之 中 的 特殊 a 螺旋 
与 顺 式 作用 元 件 内 的 大 沟 接 触 ,通过 螺旋 上 特殊 氨基 酸 残 基 的 侧 链 基 团 与 大 沟 中 特殊 碱 基 对 形成 的 
次 级 健 ( 主 要 是 氨 键 ), 来 进行 相互 识别 而 产生 特异 性 。 许 多 转录 因子 在 此 结构 域 上 富 含 碱 性 氨基 酸 ， 
这 可 能 有 利于 和 DNA 骨架 上 带 负 电荷 的 磷酸 基 团 发 生 作 用 -效应 器 结构 域 (effector domain), 这 是 转 
录 因 子 调节 转录 效率 (激活 或 阻 遇 ) 产 生效 应 的 结构 域 。@) 多 聚 化 结构 域 (multimerization domain), 此 结 
构 域 的 存在 使 得 转录 因子 之 间 能 够 组 装 成 二 聚 体 或 多 聚 体 ( 同 源 或 异 源 )。@ 四 还 有 的 转录 因子 含有 第 
4 种 即 信 号 感应 结构 域 (signal sensing domain), 通 过 这 种 结构 域 , 转 录 因 子 能 够 探测 到 外 部 特殊 的 信和 号 ， 
并 将 这 种 信号 传递 给 转录 复合 物 , 从 而 改变 特定 基因 的 表达 。 例 如 , 固 醇 类 激素 的 受 体 就 是 具有 这 种 
结构 域 的 转录 因子 。 下 面 将 集中 介绍 前 2 种 结构 域 ,特别 是 DNA 结合 结构 域 。 

1. DNA 结合 结构 域 

DNA 结合 结构 域 一 般 会 含有 以 下 几 种 结构 模 体 中 的 一 种 (42-10): 

() a 螺旋 - 转角 -a 螺旋 (helix-turn-helix,HTH) 这 是 第 一 个 得 到 确定 的 DNA 结合 模 体 。 它 
最 初 被 发 现在 A 叭 菌 体 的 Cro 蛋白 ,后 来 又 在 大 肠 杆菌 的 乳糖 操纵 子 、 色 氮 酸 操纵 子 的 阻 遇 蛋白 以 及 
CAP 激活 蛋白 中 发 现 。 参 与 真 核 生 物 发 育 的 被 称 为 同 源 异 形 域 蛋白 质 (homeodomain protein) 的 转录 
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因子 也 有 这 种 模 体 。 

HTH 的 主要 特征 包括 :中 由 约 20 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,这 些 氨基 酸 残 基 形 成 2 个 短 的 w 螺旋 (长 
7-9 个 氨基 酸 ) 和 1 个 位 于 螺旋 之 间 的 由 4 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 转角 ( 非 B 转 角 ) 结构, 转角 通常 
起 始 于 Gly 残 基 ;@) 两 个 w 螺旋 近乎 垂直 ,其 中 的 一 个 被 称 为 DNA 识别 螺旋 (DNA recognition helix); 
@ 识 别 螺旋 直接 与 DNA 双 螺 旋 的 大 沟 接触 ,以 识别 和 结合 特异 性 的 顺 式 作用 元 件 ,另外 一 个 螺旋 有 助 


该 模 体 由 2 段 w 螺旋 和 螺旋 之 间 的 突 环 构 成 。 两 段 a 螺旋 
一 小 一 大 。 小 的 具有 两 亲 的 性 质 , 有 利于 两 条 肽 链 之 间 形 
成 二 聚 体 ,大 的 位 于 N 端 ,一 般 含 有 一 复 碱 性 的 氨基 酸 残 基 ， 
由 它 负 责 识别 并 结合 特殊 的 DNA 序列 。 被 结合 的 碱 基 序 列 
称 为 卫 盒 ,其 一 致 序列 为 具有 回 文 性 质 的 CACGTG。 两 条 多 
肽 链 可 通过 两 亲 的 小 a 螺旋 在 朴 水 面 之 间 的 相互 作用 ,来 组 
装 成 同 源 二 聚 体 或 异 源 二 聚 体 蛋白 ,每 个 单 体 则 再 通过 大 的 
Qa 螺旋 与 卫 盒 结合 (图 43-11)。 

许多 pHLH 类 转录 因子 参与 真 核 生 物 的 发 育 ,通常 
被 分 为 2 类 :一 类 广泛 表达 ,无 组 织 特异 性 ,如 哺乳 动物 的 R 醒 ， 
E12/E47; 另 一 类 具有 组 织 特异 性 ,如 MyoD 和 Myf5 仅 在 肌 | 
细胞 中 表达 。 候 43-11 含有 碱 性 x 螺旋 - 突 环 -c 螺旋 

(G3) 冬 指 结构 (Zine finger) 该 模 体 最 初 是 在 真 核 生物 ”结构 域 的 MyoD 与 DNA 的 结合 
RNA 聚合 酶 亚 的 基础 转录 因子 TFTIIA 中 发 现 的 。 据 估计 , 真 核 生 物 中 含有 这 种 结构 的 转录 因子 最 多 ， 
约 占 哺乳 动物 基因 总 数 的 1%。 

锌 指 结构 的 主要 特征 是 :四 含有 Zno;@) Zn 与 肽 链 上 若干 个 含有 孤 对 电子 的 氨基 酸 残 基 的 侧 链 
(His 或 Cys) 有 规律 的 配 位 结合 ,使 多 肽 链 上 一 段 相 对 短 的 序列 以 Zna” 为 中 心 折 丢 成 一 种 致密 的 指 状 
结构 ;@@ Zn2 并 不 与 DNA 结合 ,而 是 指 状 结构 中 的 w 螺旋 伸 人 到 DNA 双 螺 旋 的 大 沟 内 ,以 识别 和 结 
合 特 异性 的 顺 式 作用 元 件 。 

需要 特别 指出 的 是 ,并 不 是 含有 锌 指 结构 的 蛋白 质 就 一 定 能 够 与 DNA 结合 ,如 含有 和 锌 指 结构 的 
PKC 就 不 能 与 DNA 结合 。 此 外 , 某 些 含 有 锌 指 结构 的 蛋白 质 还 能 与 RNA 结合 。 

(4) 碱 性 拉链 (basic zipper,B-Zip) 该 模 体 由 1 段 碱 性 的 DNA 结合 肽 侦 和 相 邻 的 亮 氨 酸 拉链 结构 
组 成 ,其 中 亮 氨 酸 拉链 (leucine zipper) 由 2 条 多 肽 链 上 的 2 段 两 亲 a 螺旋 组 成 ,两 段 螺 旋 通 过 集中 在 
一 侧 的 Leu 残 基 玻 水 R 基 团 之 间 (每 隔 6 个 氨基 酸 残 基 出 现 1 个 Leu 残 基 ) 的 相互 作用 而 结合 在 一 起 。 

亮 氨 酸 拉链 的 功能 在 于 能 使 转录 因子 以 二 聚 体 的 形式 起 作用 。 在 形成 二 聚 体 后 , 两 条 肽 链 上 带 
正 电荷 的 碱 性 DNA 结合 肽 段 能 够 采取 合适 的 取向 ,同时 与 DNA 结合 (图 43-12)。 

具有 B-Zip 模 体 的 蛋白 质 主要 存在 于 真 核 生 物 中 ,其 中 三 个 最 典型 的 转录 因子 是 AP-1、ATF- 
CREB 家 族 和 GCN4。 其 中 ,AP-1 是 由 Jun 和 Fos 两 种 不 同 的 蛋白 质 组 成 的 异 源 二 聚 体 ;GCN4 为 同 
源 二 聚 体 , 参 与 调节 酵母 细胞 内 与 氨基 酸 合成 有 关 的 基因 表达 ;ATF-CREB 家 族 由 13 个 不 同 的 单 体 组 
成 ,可 形成 78 种 不 同 的 异 源 二 聚 体 。 

(5) 翼 式 螺旋 (winged helixz) 这 是 一 种 由 a 螺旋 和 折 友 组 成 的 模 体 结构 ,其 中 a 螺旋 有 3 段 ， 
位 于 N 端 ,B 折 生 是 由 3 个 反 平 行 的 B 股 组 成 。B 折 和 结构 使 得 a 螺旋 呈 翼 状 ( 图 43-13)。 这 种 模 体 
结构 最 初 发 现 于 哺乳 动物 肝 细胞 的 转录 因子 HNF-3 y ,现在 在 其 他 与 HNF-3 y 同属 一 族 的 转录 因子 
中 也 有 发 现 。 含 有 这 种 模 体 结构 的 DNA 结合 蛋白 依赖 于 其 中 的 2 个 a 螺旋 与 DNA 大 沟 中 的 序列 相 
互 作用 。 











(6) 与 小 沟 接 触 的 B 支架 因子 (beta-scaffold factor with minor groove contact) 大 多 数 转录 因子 与 
DNA 双 螺 旋 的 大 沟 接触 ,但 含有 这 种 模 体 的 蛋白 质 却 在 小 沟 与 DNA 结合 ,识别 碱 基 序列 的 不 是 螺 
旋 , 而 是 突出 在 外 的 B 折 琶 。 具 有 这 种 模 体 的 蛋白 质 有 STAT .TBP.p53 和 HMGC 等 。 

2. 激活 蛋白 的 效应 器 结构 域 

激活 蛋白 的 效应 器 结构 域 即 是 激活 基因 转录 的 激活 结构 域 (activation domain,AD)。 转 录 因 子 上 
的 DNA 结合 结构 域 能 让 转录 因子 与 特定 的 顺 式 作用 元 件 结合 ,以 “锁定 "被 调节 的 目标 基因 ,激活 基 
因 表 达 的 功能 由 转录 因子 上 专门 的 激活 结构 域 承担 。 

转录 因子 通过 其 激活 结构 域 与 转录 机 器 上 特定 的 组 分 或 者 其 他 调节 蛋白 结合 ,从 而 影响 转录 的 效率 。 

已 发 现 3 种 常见 的 激活 结构 域 :四 酸性 结构 域 (acidic domain), 富 含 酸性 氨基 酸 残 基 (Asp 和 Clu)， 
但 常 有 1 个 玻 水 的 氨基 酸 残 基 镶 嵌 在 其 中 。 例 如 , 糖 皮质 激素 受 体 .酵母 细胞 的 GAL4 和 GCN4 蛋白 。 
氨基 酸 蔡 换 实验 显示 ,增加 酸性 结构 域 的 负电 荷 数 ,能 提高 激活 效率 -2B) 富 含 Cln 结构 域 (glutamine-rich 
domain), 如 Spl1 、Oct-1、0Oct-2 、Jun 和 GAL11。G@) 富 含 Pro 结构 域 (proline-rich domain), 例 如 CTKMNF-1 
家 族 和 AP2。 

(二 ) 转录 因子 的 分 类 

根据 DNA 结合 结构 域 的 特征 ,转录 因子 可 分 为 $ 大 类 :第 一 大 类 为 碱 性 结构 域 类 转录 因子 ,含有 
bHLH、B-Zip 或 bHLH-Zip 模 体 的 转录 因子 以 及 NF-2、RF-X 和 b-HSH 类 转录 因子 都 属于 此 大 类 ;第 二 
大 类 为 锌 配 位 DNA 结合 结构 域 (Zinc-coordinating DNA-binding domain) 类 转录 因子 ,含有 锌 指 结构 的 
转录 因子 均 属于 此 类 ;第 三 大 类 为 HTH 类 转录 因子 ,含有 HTH 模 体 的 转录 因子 均 属 于 此 类 ;第 四 大 
类 为 与 小 沟 接触 的 B 支架 因子 ;第 五 大 类 称 为 零 大 类 ,不 属于 上 述 四 大 类 的 转录 因子 原则 上 可 被 归 人 
此 类 ,如 AP2/EREBP 相关 因子 和 HMGCI。 

(三 ) 转录 因子 本 身 的 激活 机 制 

大 多 数 转 录 因 子 本 身 的 活性 也 是 受到 调节 的 ,这 些 转录 因子 在 调节 其 他 基因 转录 之 前 自己 首先 要 
被 激活 ,激活 的 途径 以 下 几 种 :转录 激活 。 某 些 转录 因子 本 身 的 基因 通常 处 于 关闭 的 状态 ,只 有 在 特 
定 的 条 件 下 才 被 诱导 表达 ,如 转录 因子 Fos 的 表达 受到 磷酸 化 的 血清 应 答 因 子 (SRF) 的 诱导 才 会 表达 。 

机 酸化 。 许 多 转录 因子 只 有 在 受到 重 白质 激酶 的 作用 才 
有 活性 ,如 HSF 和 CREB 等 -G) 去 磷酸 化 。 某 些 转录 因子 只 
有 在 磷酸 酶 作用 下 ,从 磷酸 化 状态 转变 为 去 磷酸 化 状态 才 有 
活性 。 细 配 体 结合 。 脂 溶性 激素 的 受 体 只 有 在 与 脂 溶性 激素 
结合 (充当 配 体 ) 以 后 ,才能 够 作为 转录 因子 调节 某 些 基因 
的 表达 。@@ 对 象 交换 (partner exchange)。 一 个 二 聚 体 转录 因 
子 可 能 有 不 同 的 聚合 对 象 ,与 不 同 的 聚合 对 象 组 装 成 的 二 聚 
体 活 性 会 有 变化 ,其 中 某 些 二 聚 体 有 活性 , 某 些 二 聚 体 没 有 
活性 ,无 活性 的 二 聚 体 只 有 在 其 聚合 的 对 象 被 交换 以 后 才 被 
激活 。 例 如 ,转录 因子 Mye、MAD 和 MAX,MAX-MAX 同 源 
二 聚 体 的 活性 很 低 ,MAD-MAX 能 够 与 相应 的 顺 式 作用 元 件 
结合 ,但 却 不 能 激活 基因 的 转录 ,只 有 Myc-MAX 才 有 活性 。 
@ 抑 制剂 释放 。 某 些 转录 因子 本 来 与 细胞 内 内 源 的 抑制 剂 
结合 而 无 活性 ,只 有 当 它 与 抑制 剂 解 离 以 后 才 有 活性 。 

(四 ) 阻 遏 蛋白 的 抑制 机 制 

阻 遏 蛋 白 与 沉默 子 结合 以 后 可 以 通过 3 种 方式 来 抑制 
43-14 ， 阻 歇 蛋 白 与 沉默 子 结合 以 后 抑制 ”基因 的 表达 (图 43-14):D 与 激活 蛋白 竞争 结合 增强 子 的 部 
基因 表达 的 3 种 可 能 方式 (Alberts 等 ,2007) 。。 分 序列 ,这 是 因为 增强 子 有 部 分 序列 与 沉默 子 重大 , 因 此 ， 
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若是 将 一 种 激活 蛋 
白 的 激活 结构 域 与 一 种 阻 歇 
蛋白 的 DNA 结合 结构 域 结 
合 ,那么 这 种 融合 蛋白 在 与 
相应 的 沉默 子 结合 以 后 , 究 
况 是 激活 还 是 抑制 相关 基因 
的 表达 ? 


阻 晕 蛋 白 与 沉默 子 的 结合 将 会 干扰 激活 蛋白 与 增强 子 的 结合 ;@) 与 激活 蛋白 的 激活 结构 域 结合 ,使 激 
活 蛋 白 不 能 起 作用 ;9) 直 接 作用 于 基础 转录 因子 或 RNA 聚合 酶 。 

与 激活 蛋白 相似 ,许多 阻 遏 蛋白 也 具有 2 个 结构 域 , 一 个 是 DNA 结合 结构 域 , 另 一 个 则 是 阻 遏 结 
构 域 (repression domain)。 


三 、 转 录 水 平 调控 的 实例 

(一 ) 酵母 细胞 半 乳 糖 代谢 相关 基因 的 表达 调控 

酵母 细胞 内 参与 半 乳 糖 代谢 的 3 个 基因 Ga7 ( 半 乳 糖 激 酶 基因 )、Cal7( 半 乳糖 转移 酶 基因 ) 和 
Ga170( 半 乳糖 差 向 异 构 酶 基因 ) 的 表达 受到 半 乳 糖 的 诱导 ,这 3 个 基因 虽然 靠 得 很 近 , 但 并 不 像 原 核 
生物 那样 组 成 操纵 子 。 

在 Caj1 和 Ca170 之 间 有 一 段 上 游 激活 子 序列 (upstream activator sequence,UAS), 其 一 致 序列 是 
CGG-Nu-CCG(N 为 任何 一 种 碱 基 ), 为 转录 因子 CAL4 蛋白 的 结合 位 点 。 

在 没有 半 乳 糖 时 ,GAL4 蛋白 二 聚 体 与 CAL80 蛋白 组 成 的 复合 物 与 UAS 结合 ,这 时 GAL80 与 
GAL4 的 激活 结构 域 结合 ,而 阻止 CAL4 去 激活 Gal! 基因 的 转录 ;在 有 半 乳 糖 时 , 半 乳 糖 的 代谢 物 与 
GAL80 上 的 结合 位 点 结合 , 诱 使 CAL80 与 CAL4 解 离 并 与 细胞 质 中 的 Gal3 结合 ,GAL4 的 激活 结构 域 
因此 暴露 出 来 ,于 是 , 它 能 将 一 系列 促进 和 参与 转录 的 蛋白 质 ,包括 SAGA( 具 有 HAT 活性 入 介 导 蛋白 、 
基础 转录 因子 和 RNA 聚合 酶 开 招 募 到 Cal! 基因 的 启动 子 周 围 ,激活 Ga! 基因 的 表达 (图 43-15)。 





(1) 无 半 乳 糖 
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43-15 ”酵母 细胞 半 乳 糖 代 谢 相 关 基 因 的 表达 调控 
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(二 ) 热 激 和 蛋白 的 基因 表达 调控 

真 核 生物 在 温度 骤然 升 高 或 其 他 应 激 状 态 下 ,体内 HSP 的 基因 被 诱导 表达 。HSP 的 基因 表达 除 
了 需要 启动 子 以 外 ,还 受到 HSE 和 热 激 因子 (heat shock factor,HSF) 的 控制 ,其 中 HSE 位 于 热 激 基因 
的 上 游 ,HSF 能 识别 HSE 内 特异 性 的 -NGAAN- 序列 。 

就 哺乳 动物 而 言 ,无 应 激 时 ,HSF 以 单 体形 式 存在 ,不 能 结合 DNA; 而 在 应 激 状态 下 ,HSF 从 单 体 
变 成 三 聚 体 , 随 后 进入 细胞 核 ,并 与 HSE 结合 ,通过 它 的 激活 结构 域 将 pl100/CBP 复合 物 ( 具 有 HAT 活 
性 入 介 导 和 蛋白 .基础 转录 因子 、RNA 聚合 酶 下 招募 到 HSP 的 启动 子 周围 , 激 活 HSP 的 表达 。HSF 形成 
三 聚 体 的 时 候 , 相 互 之 间 通 过 寡 聚 体 结构 域 结合 ,具体 位 点 是 寡 聚 体 结 构 域 内 的 3 段 七 肽 重复 序列 。 
无 应 激 时 ,这 3 段 七 肽 序列 在 HSF 单 体内 部 形成 稳定 的 卷曲 螺旋 结构 ;应 激 时 ,卷曲 螺旋 结构 打开 , 相 
邻 HSF 的 七 肽 重复 序列 相互 作用 ,形成 分 子 间 的 卷曲 螺旋 ,于 是 ,3 个 HSF 单 体 结合 在 一 起 形成 一 个 
三 聚 体 。 

(三 ) 金属 硫 蛋 白 的 基因 表达 调控 

金属 硫 蛋 白 (metallothionein,MT) 是 一 种 富 含 Cys 残 基 的 小 蛋白 ,在 细胞 内 能 够 与 重金 属 离子 (如 
铬 、 锌 、 铜 和 来 等 ) 结 合 ,帮助 细胞 清除 过 量 的 重金 属 ,从 而 保护 细胞 免 受 重 金属 毒害 。 此 外 , 它 还 参与 
细胞 防护 活性 氧 以 及 调节 体内 锌 离子 浓度 的 稳定 。 

MT 基因 平常 以 较 低 的 水 平 表达 ,但 在 过 量 的 重金 属 离子 或 在 糖 皮 质 激素 的 作用 下 ,可 大 量 表 达 。 





重金 属 离子 可 诱导 MT 的 表达 是 因为 MT 的 上 游 存 在 MRE (一 致 序列 是 TGCRCNC), 而 MRE 需要 金 
属 应 答 性 转录 因子 -1 (metal-responsive transcription factor 1,MTF-1) 的 结合 。 

MTF-1 是 高 等 真 核 生 物体 内 唯一 一 种 可 欣 测 重金 属 水 平 的 转录 因子 ,而 锌 是 唯一 能 够 可 逆 结 合 
并 激活 MTF-1 的 金属 离子 。MTF-1 的 N 端 含 有 DNA 结合 结构 域 , 具 有 C:H; 锌 指 结构 ,而 它 的 C 端 
同时 含有 3 种 转录 激活 结构 域 , 即 酸性 结构 域 . 富 含 Pro 结构 域 和 富 含 ST 的 结构 域 。 

当 细 胞 内 的 锌 离子 过 量 的 时 候 , 便 与 MTF-1 结合 ,MTF-1! 因此 被 激活 。 而 一 旦 MTF-1 被 激活 ， 
即 与 MRE 结合 ,然后 通过 它 的 激活 结构 域 将 pl100/CBP 复合 物 ( 具 有 HAT 活性 ) 介 导 和 蛋白 .基础 转录 
因子 .RNA 聚合 酶 T 招 募 到 MT 的 启动 子 周围 ,激活 MT 的 表达 。 

(四 ) 生物 发 育 过 程 中 的 组 织 特异 性 基因 表达 

组 织 特异 性 基因 表达 与 组 织 特异 性 转录 因子 以 及 组 织 特异 性 顺 式 作用 元 件 有 关 , 其 主要 特征 反 
映 在 以 下 几 个 方面 :中 组 织 特异 性 转录 因子 只 在 特定 类 型 的 细胞 内 表达 ,通常 旺 时 空 特异 性 的 表达 ; 
@) 组 织 特异 性 的 转录 因子 与 组 织 特异 性 的 顺 式 作用 元 件 结合 ,与 基础 转录 因子 一 起 调节 基因 的 表达 ; 
@@ 某 些 转录 因子 专门 在 细胞 分 化 的 早期 阶段 表达 ,作用 于 受阻 遇 的 染色 质 上 的 启动 子 , 并 招募 其 他 蛋 
白质 ,促进 染色 质 的 重 塑 ,以 形成 具有 转录 活性 的 染色 质 结构 ;@ 转 录 激 活 通常 还 受到 其 他 信和 号 的 调 
节 ;@) 在 整个 个 体 发 育 阶 段 ,一 种 转录 因子 的 表达 往往 受到 另 一 种 转录 因子 的 调节 ,不 同 的 转录 因子 
会 构成 一 种 复杂 的 级 联网 络 。 

以 果 蝇 的 个 体 发 育 为 例 ,在 它 的 受精 卵 形成 以 后 ,需要 依次 经 过 卵 裂 (cleavage)、 原 肠 胚 (gastrula)、 
器 官 发 生 (organogenesis) 和 成 熟 与 生长 4 个 阶段 。 而 在 每 一 个 阶段 ,都 需要 启动 特定 的 基因 表达 程序 。 
这 种 程序 是 高 度 可 重复 的 , 即 对 每 一 个 胚胎 都 是 相同 的 。 这 样 才 能 保证 由 每 一 个 受精 卵 发 育成 的 个 
体 都 会 在 正确 的 位 置 分 化 出 大 小 形状 和 功能 完全 正确 的 器 官 。 

(五 ) 转录 终止 阶段 的 调控 

真 核 细 胞 DNA 转录 的 终止 机 制 尚 不 清楚 ,但 已 发 现 某 些 基 因 的 转录 会 发 生 提前 终止 (如 c-mye 基 
因 ) 或 抗 终止 现象 (HIV 的 Tat 蛋白 基因 )。 


第 四 节 ”在 转录 后 加 工 及 运输 水 平 上 的 调控 


转录 后 加 工 水 平 上 的 基因 表达 调控 对 于 真 核 生物 具有 非 同 寻常 的 意义 , 它 是 一 个 基因 产生 多 种 
多 肽 或 蛋白 质 产物 的 主要 机 制 。 


一 、 可 变 剪 接 

可 变 剪 接 是 指 一 种 mRNA 前 体 在 剪接 反应 中 某 些 区 段 的 序列 可 能 被 保留 ,也 可 能 被 排除 ,从 而 得 
到 几 种 不 同 成 熟 mRNA 产物 的 过 程 。 这 是 高 等 真 核 生物 蛋白 质 多 样 性 产生 的 重要 来 源 。 据 估计 ,人 
类 基因 组 中 的 基因 至 少 有 60% 经 历 可 变 剪 接 , 平 均 每 个 基因 有 3~4 个 剪接 变 体 。 

可 变 剪 接 主 要 有 4 种 方式 (图 43-16): 中 外 显 子 跳 过 (exon skipping) 一 一 剪接 反应 中 跳 过 一 个 或 
几 个 外 显 子 ,从 而 导致 成 熟 的 mRNA 上 缺失 相应 的 外 显 子 ;@ 内 含 子 保留 (intron retention) 
或 几 个 内 含 子 被 保留 下 来 而 出 现在 成 熟 的 mRNA 之 中 ;@ 可 变 的 3'- 剪接 位 点 的 使 用 一 一 3'- 剪接 
位 点 不 止 一 个 ,使 用 不 同 的 剪接 位 点 可 产生 不 同 的 剪接 产物 ;@ 国 可 变 的 5'- 剪接 位 点 的 使 用 一 一 5 '- 
剪接 位 点 不 止 一 个 ,使 用 不 同 的 剪接 位 点 可 产生 不 同 的 剪接 产物 。 

可 变 剪接 反应 中 剪接 位 点 的 选择 受到 多 种 反 式 作用 因子 和 位 于 mRNA 前 体 上 特殊 的 顺 式 作用 元 
件 的 调控 。 顺 式 作用 元 件 通常 是 一 段 较 短 的 核 苷 酸 序列 (8~10 ntb), 根 据 对 剪接 反应 的 不 同 影响 ,可 分 
为 剪接 增强 子 (增强 对 某 个 剪接 位 点 的 使 用 ) 和 剪接 沉默 子 ( 抑 制 对 某 个 剪接 位 点 的 使 用 )。 剪 接 增 强 
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侠 43-16 可 变 剪 接 的 四 种 方式 (Ex 和 In 分 别 表示 外 显 子 和 内 含 子 ) 


子 和 沉默 子 可 能 位 于 外 显 子 或 内 含 子 之 中 , 反 式 作用 因子 通过 与 顺 式 作用 元 件 的 结合 而 参与 对 不 同 
剪接 位 点 的 选择 。 

调控 可 变 剪接 的 反 式 作用 因子 有 2 类 :基础 剪接 因子 和 特异 性 剪接 因子 。 基 础 剪接 因子 间 的 协 
同 作用 和 颜 闫 作用 以 及 相对 浓度 的 改变 可 以 影响 到 剪接 位 点 的 选择 ,特异 性 剪接 因子 可 以 调控 特异 
的 剪接 过 程 。 剪 接 增强 子 多 位 于 它们 所 调节 的 剪接 位 点 附近 ,有 助 于 吸引 剪接 因子 到 剪接 位 点 上 , 改 
变 剪 接 增强 子 的 位 置 可 使 剪接 活性 发 生 很 大 改变 ,甚至 使 它们 转变 成 为 负 调 控 元 件 。 一 类 富 含 味 叭 
核 苷 酸 的 外 显 子 剪接 增强 子 是 最 常见 的 一 种 剪接 增强 子 。 

可 变 剪 接 导 致 一 个 基因 编码 出 不 同 的 mRNA。 那些 影响 到 mRNA 编码 氨基 酸 序列 的 可 变 剪 接 将 
会 产生 序列 不 同和 活性 不 同 的 蛋白 质变 体 , 而 发 生 在 mRNA 非 编 码 区 域 的 可 变 剪 接 可 能 会 影响 到 成 
熟 的 mRNA 稳定 性 或 翻译 的 效率 ,具体 表现 在 以 下 5 个 方面 :四 产生 细胞 定位 不 同 的 蛋白 质 。 如 神经 
细胞 符 附 分 子 (neural cell adhesion molecule,NCAM) 的 胞 内 型 和 胞 间 型 .抗体 和 退化 加 速 因 子 (decay- 
accelerating factor,DAFE) 的 分 刻 型 和 膜 结 合 型 . 纤 黏 蛋白 (fibronectin) 的 胞 内 型 和 血浆 型 都 是 与 可 变 剪 
接 有 关 。C) 改 变 可 读 框 ,导致 蛋白 质 活性 的 缺失 。 例 如 , 果 晶 性 别 决定 有 关 的 Sxl (sex-lethal) 的 有 活性 
型 和 无 活性 型 的 产生 与 此 有 关 。G@ 改 变 蛋 白质 的 活性 。 有 的 是 细 调 某 些 蛋 白质 的 活性 ,如 原 肌 球 蛋白 
或 蛋白 质 激酶 和 具有 不 同 电 生 理 活 性 的 离子 通道 .由 产生 具有 全 新 活性 的 蛋白 质 。 例 如 , 降 钙 素 和 降 
钙 素 基因 相关 肽 的 形成 。@) 影 响 mRNA 的 稳定 性 和 翻译 的 效率 。 如 集落 刺激 因子 -1 mRNA 的 3'UTR 
去 稳定 元 件 是 否 保留 与 可 变 剪 接 有 关 。 





二 、 可 变 加 尾 

很 多 真 核 生物 基因 的 3' 端 含有 2 个 或 2 个 以 上 的 加 尾 信号 ,使 用 不 同 的 加 尾 信和 号 将 产生 不 同 长 
度 或 不 同性 质 的 mRNA。 同 一 种 mRNA 前 体 在 加 尾 反 应 中 ,对 不 同 加 尾 信 号 的 选择 而 产生 不 一 样 的 
成 熟 mRNA 的 现象 称 为 可 变 加 尾 。 

可 变 加 尾 可 能 会 改变 编码 区 的 长 度 ,也 可 能 会 保留 或 去 除 位 于 3'UTR 内 影响 mRNA 稳定 性 的 特 
定 信号 。 前 一 种 情形 是 导致 一 个 基因 编码 不 同 的 多 肽 产物 的 另外 一 种 途径 ,有 时 它 与 可 变 剪接 组 合 使 





用 可 进一步 扩大 和 蛋白 质 的 多 样 性 。 生 物 信 息 学 研究 表明 ,高 等 生物 约 25% 的 基因 可 能 发 生 可 变 加 尾 。 
以 抗体 的 型 重 链 为 例 , 它 有 分 泌 型 和 膜 结合 型 (图 43-17), 其 mRNA 前 体 共有 4 个 加 尾 信号。 分 

泌 型 使 用 的 是 位 于 最 前 端的 加 尾 信和 号, 而 膜 结合 型 使 用 的 是 第 二 个 加 尾 信和 号。 使 用 第 二 个 加 尾 信 号 的 

结果 是 保留 了 位 于 3' 端 的 MI 和 M2 两 个 外 显 子 , 而 ML 和 M2 编码 的 一 段 氨基 酸 序 列 为 跨 膜 的 w 螺旋 。 
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三 、 在 mRNA 运输 水 平 上 的 调控 

真 核 生物 基因 的 转录 和 翻译 分 别 发 生 在 细胞 核 和 细胞 质 。mRNA 先 在 核 内 进行 转录 和 后 加 工 ， 
然后 再 运输 到 细胞 质 作 为 翻译 的 模板 。RNA 从 细胞 核 运输 到 细胞 质 的 过 程 受到 严格 的 调控 。 例 如 ， 
只 有 剪接 好 的 RNA 分 子 , 而 不 是 mRNA 前 体 或 还 保留 套 索 结构 的 RNA , 才 会 被 运输 出 细胞 核 。 显 然 ， 
这 种 调控 可 防止 异常 的 或 具有 潜在 毒性 的 蛋白 质 被 合成 。 

近年 来 ,已 分 别 在 酵母 和 人 细胞 内 发 现 将 RNA 剪接 和 RNA 运输 偶 联 在 一 起 的 蛋白 质 。 这 些 蛋 
白质 的 功能 是 与 剪接 过 的 RNA 结合 ,并 将 它们 引 向 核 孔 。 

有 关 组 织 特异 性 RNA 编辑 的 内 容 请 参看 第 三 十 七 章 “转录 后 加 工 ”。 


第 五 节 ”在 翻译 及 翻译 后 加 工 水 平 上 的 调控 


一 、 自 体 调控 

自体 调控 通常 被 用 来 控制 大 分 子 聚 合体 的 合成 , 它 是 一 种 调节 大 分 子 复 合体 内 某 一 成 分 的 合成 
以 实现 各 成 分 能 够 协调 表达 的 常见 手段 。 以 构成 微 管 的 前 体 一 一 微 管 蛋 白 (tubulin) 为 例 , 自 由 的 微 
管 蛋白 能 够 抑制 自身 mRNA 的 翻译 。 当 微 管 装配 受阻 的 时 候 , 游 离 的 微 管 蛋白 亚 基 积 累 , 并 可 能 与 自 
身 的 mRNA 结合 ,或 与 新 生 的 肽 段 结合 ,从 而 导致 位 于 多 聚 核糖 体 上 的 微 管 mRNA 发 生 降解 ,以 抑制 
多 余 微 管 蛋白 的 合成 。 


二 、mRNA 区 域 化 

在 很 多 细胞 内 ,特别 是 卵 母 细胞 ,mRNA 被 限制 在 特定 的 区 域 , 一 个 典型 的 例子 已 在 果 蝇 的 胚胎 
发 育 中 讨论 过 。 其 他 的 例子 包括 :正在 迁移 的 成 纤维 细胞 内 的 肌 动 蛋白 mRNA 被 限定 在 细胞 的 前 端 ; 
神经 元 内 的 Tau mRNA 定位 于 轴 突 ,MAP2 mRNA 定位 于 胞 体 及 树 突 , 因 而 Tau 的 表达 限制 在 轴 突 内 ， 
而 MAP2 只 在 胞 体 和 树 突 表达 。 由 于 Tau 和 MAP2 在 细胞 内 的 功能 是 决定 微 管 的 行为 ,因此 这 两 种 
蛋白 质 mRNA 的 选择 性 分 布控 制 了 细胞 骨架 在 神经 元 内 的 布局 。 
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如 何 确定 一 种 
miRNA 究竟 由 哪 一 种 RNA 
聚合 酶 催化 转录 ? 


若是 果 蝇 体内 的 
Drosha 和 Pasha 蛋白 缺失 ， 
那 会 影响 siRNA 的 作用 吗 ? 
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三 、mRNA 的 屏蔽 

某 些 基 因 的 表达 调控 可 通过 对 mRNA 的 暂时 屏蔽 而 实现 。 以 雌性 两 栖 动物 为 例 , 它 的 任意 一 个 
成 熟 的 卵细胞 已 基本 停止 新 mRNA 的 合成 ,但 已 贮备 了 所 有 将 来 用 于 早期 发 育 的 各 种 mRNA。 这 些 
提前 合成 好 的 mRNA 与 特殊 的 蛋白 质 结 合 在 一 起 而 暂时 被 “屏蔽 ”", 因 此 无 法 作为 模板 进行 翻译 。 然 
而 ,一 旦 卵细胞 受精 并 分 裂 , 即 进行 解 屏蔽 反应 ,使 贮备 的 mRNA 可 以 进行 翻译 。 


四 、RNA 干扰 

RNA 干扰 (RNA interference,RNAi) 是 指 通过 特定 双 链 RNA 使 目标 mRNA 发 生 降解 或 者 翻译 受 
到 阻 遏 ,从 而 特异 性 地 抑制 目标 基因 在 翻译 水 平 上 表达 的 现象 。 

1. RNAi 的 发 现 及 其 两 种 形式 

RNAi 的 发 现 可 算得 上 是 近 十 多 年 来 生命 科学 领域 最 重要 的 进展 之 一 (有 关 它 的 发 现 历程 详 见 本 
章 科学 故事 )。 事 实 上 ,有 2 种 类 型 的 干扰 RNA, 即 miRNA 和 siRNA。 两 者 成 熟 的 形式 都 是 短 的 双 链 
RNA ,每 条 链 的 长 度 通常 为 21~25 nt。 它们 的 来 源 不 同 , 但 作用 机 制 基 本 相同 ,许多 作用 成 分 是 共享 的 ， 
最 后 的 作用 效果 也 是 一 致 的 。 其 中 siRNA 为 外 源 的 ,可 能 来 自 病 毒 ,也 可 能 是 人 为 导 人 产生 的 ,其 天 
然 前 体 本 来 就 是 双 链 RNA; 而 miRNA 则 由 内 源 基 因 编 码 , 其 前 体 是 内 部 带 有 发 夹 结构 的 单 链 RNA， 
绝 大 多 数 由 RNA 聚合 酶 开 催 化 转录 ,只 有 少数 由 RNA 聚合 酶 亚 催化 转录 。 

2. miRNA 的 分 布 和 基因 结构 及 组 织 

miRNA 存在 于 绝 大 多 数 真 核 生 物 。 据 估计 ,人 类 基因 组 约 编码 大 于 1 000 种 的 miRNA, 而 受 
miRNA 作用 的 基因 约 占 蛋 白质 基因 总 数 的 60%。 某 些 病毒 也 编码 miRNA ,例如 ,疱疹 病毒 约 编码 大 
于 140 种 的 miRNA, 这 些 miRNA 约 有 2/3 是 控制 自身 的 基因 表达 ,其 他 控制 宿主 细胞 的 基因 表达 , 特 
别 是 与 宿主 免疫 有 关 的 基因 ,此 外 还 包括 宿主 细胞 内 的 某 些 miRNA。 

在 基因 组 上 ,miRNA 可 成 复 分 布 或 独立 存在 ,位 于 其 他 基因 之 间 ,或 者 在 其 他 基因 的 反 义 区 ,也 可 
能 单独 寄居 在 某 种 蛋白 质 基因 或 非 蛋 白质 基因 的 内 含 子 内 ,甚至 在 非 蛋 白质 基因 的 外 显 子 中 。 某 些 
miRNAs 在 后 加 工 的 时 候 ,会 发 生 位 点 特异 性 的 编辑 。RNA 的 编辑 可 阻止 pri-mRNA 的 进一步 加 工 ， 
或 者 改变 下 游 的 加 工 方式 从 而 增加 miRNA 的 多 样 性 。 

3. miRNA 的 命名 

miRNA 的 命名 一 般 用 mir-X 或 miR-X 来 表示 ,前 者 表示 的 是 一 种 miRNA 的 前 体 ,后 者 表示 的 是 
成 熟 的 miRNA ,X 为 数字 编号 ,其 大 小 通常 表示 发 现 的 先后 次 序 。 有 时 还 在 一 种 miRNA 前 面 加 上 代 
表 某 物种 的 前 缀 ,如 hsa 代表 人 ,因此 hsa-miR-194 代表 的 是 来 源 于 人 细胞 的 一 种 miRNA。 一 个 成 熟 
的 miRNA 由 2 条 链 组 成 (miRNA:miRNA*), 但 一 般 只 有 一 条 链 去 作用 目标 mRNA ,这 一 条 链 称 为 引导 
链 (guide strand), 另 一 条 链 不 起 作用 ,在 细胞 内 容易 水 解 , 量 较 低 ,就 像 * 过 客 " 一 样 , 故 被 称 为 过 客 链 
(passenger strand)。 过 客 链 可 用 带 有 星 号 的 miRNA 即 miRNA* 表示 。 

4. miRNA 的 转录 加 工 和 成 熟 

转录 出 来 的 首先 是 miRNA 前 体 , 即 pri-miRNA。Pri-miRNA 一 般 有 几 千 个 核 苷 酸 ,内 部 含有 局 部 的 发 
来 结构 ,若是 后 生动 物 (metazoan), 就 需要 先后 经 过 核 加 工 、 核 输出 、 细 胞 质 再 加 工 , 然 后 参 人 到 RNA 诱 
导 的 沉默 复合 体 (RNA-induced silencing complex,RISC) 之 中 ,最 后 通过 RISC 锁定 特定 的 目标 mRNA， 
并 抑制 其 在 翻译 水 平 上 的 基因 表达 (图 43-18)。 

(1) pri-miRNA 的 核 加 工 ”pri-miRNA 是 一 个 大 的 前 体 , 它 首 先 在 细胞 核 被 加 工 成 70~80 nt 小 的 
前 体 。 这 个 小 的 前 体 称 为 pre-miRNA ,其 二 级 结构 实际 上 是 一 个 大 的 发 夹 结构 。 催 化 这 一 步 后 加 工 反 
应 的 是 一 种 约 为 5.0x10: 的 蛋白 质 复 合 物 。 在 果 蝇 体内 ,该 复合 物 由 Drosha 蛋白 和 Pasha 蛋白 组 成 。 
兰 椎 动物 体内 的 Pasha 蛋白 也 称 为 DGCCR8 , 它 含 有 2 个 双 链 RNA 结合 结构 域 , 其 作用 是 对 pri-miRNA 
上 的 剪 切 点 进行 精确 定位 ,而 真正 进行 剪 切 的 是 Drosha 蛋白 。Drosha 有 2 个 核糖 核酸 酶 亚 结 构 域 ,分 
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别 在 发 夹 结 构 的 葵 底 部 离 单 链 / 双 链 RNA 交界 处 5 和 3' 臂 部 11 bp 的 位 置 切 开 RNA。 

一 个 单一 的 pri-miRNA 可 能 含有 1~6 个 不 同 的 miRNAs。 每 一 个 miRNA 都 来 自 其 中 的 一 个 发 夹 
结构 。 每 一 个 发 夹 结构 的 两 翼 序 列 是 有 效 加工 所 必需 的 。 发 夹 结构 的 双 链 区 被 DCCR8 或 Pasha 蛋白 
识别 ,而 DGCRg8 与 酶 Drosha 结合 ,形成 微 加 工 体 (microprocessor) 复合 物 。 在 微 加 工 体 的 作用 下 ,每 一 
个 发 夹 结 构 被 释放 出 来 ,并 在 3' 端 有 两 个 核 苷 酸 突 起 。 

与 后 生动 物 相 比 ,植物 miRNA 前 体 上 的 茎 环 结构 较 大 ,可 变性 也 大 。 此 外 ,植物 miRNA 前 体 的 
加 工 只 受 一 种 在 细胞 核 的 类 似 切 酶 的 酶 (dicer-likel,DLI) 的 剪 切 ,直接 产生 成 熟 的 miRNA , 而 不 像 后 
生动 物 ,在 细胞 核 和 细胞 质 分 别 由 2 种 不 同 的 酶 进行 剪 切 .植物 成 熟 的 miRNA 一般 含有 21 nt, 且 5 
端的 核 苷 酸 多 为 U ,而 动物 则 通常 含有 22~23 nt。 

(2) pre-miRNA 从 细胞 核 到 细胞 质 的 运输 ”一旦 pri-miRNA 在 细胞 核 完 成 加 工 , 形 成 的 pre- 
miRNA 就 在 输出 蛋白 5(EXP5) 和 小 G 蛋白 Ran-GTP 的 作用 下 ,离开 细胞 核 。EXP5 能 够 识别 pre- 
miRNA3' 端 有 突出 (1~8 nt) 的 长 于 14 bp 的 葵 结 构 , 这 种 识别 保证 了 只 有 被 正确 加 工 的 pre-miRNA 才 
能 被 输出 。 

在 植物 所 有 的 miRNA : miRNA* 双 链 (动物 也 有 一 亚 类 ) 输 出 细胞 核 之 前 ,其 3' 端 突出 受到 一 种 
名 为 HEN1 的 RNA 甲 基 转 移 酶 的 催化 ,在 核糖 2'-OH 上 发 生 甲 基 化 修饰 ,然后 在 EXPS 的 同 源 物 一 一 
HST 的 帮助 下 ,从 核 进入 细胞 质 。3 ' 端 核 昔 酸 的 甲 基 化 修饰 是 植物 miRNA 行使 功能 所 必需 的 ,否则 
没有 修饰 的 3 端 很 容易 发 生 多 聚 尿 苷 酸化 而 导致 其 快速 降解 。 

(3) pre-miRNA 在 细胞 质 中 的 进一步 加 工 和 成 熟 miRNA 的 产生 在 细胞 质 中 ,pre-miRNA 
在 靠近 末端 环 的 位 置 受 到 切 酶 (dicer) 的 切割 ,释放 出 在 3' 端 有 2 个 核 苷 酸 突 起 的 长 约 22 nt 的 
miRNA : miRNA* 双 链 。 切 酶 具有 多 个 结构 域 ,属于 依赖 于 ATP 的 核糖 核酸 酶 亚 家 族 , 参 与 小 双 链 
RNA 的 剪 切 加 工 。 有 两 种 切 酶 , 即 切 酶 1 和 切 酶 2, 它 们 分 别 参与 miRNA 和 siRNA 的 加 工 成 熟 。 
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5. miRNA 的 功能 及 其 作用 机 制 

miRNA 的 功能 最 终 表现 在 它 对 特定 目标 基因 表达 的 影响 , 它 的 作用 首先 是 和 通常 位 于 目标 
mRNA 3'UTR 内 的 互补 位 点 结合 ,在 此 基础 上 再 促使 目标 mRNA 的 降解 或 翻译 阻 过 ,但 少数 miRNA 
也 能 通过 上 调 翻译 而 刺激 目标 基因 的 表达 。 

如 果 是 抑制 翻译 ,miRNA 首先 结合 淘金 者 蛋白 (argonaute,Ago), 然后 参 人 到 RISC 之 中 。Ago 是 
一 个 大 的 蛋白 质 家 族 ,可 分 为 Piwi 和 Ago 两 个 亚 族 。 其 中 前 者 参与 转 座 子 沉默 ,在 生殖 细胞 内 特别 丰 
富 ,而 后 者 通过 作用 于 miRNA 和 siRNA 在 转录 后 基因 表达 调控 中 起 作用 。Ago 蛋白 含有 两 个 保守 的 
RNA 结合 结构 域 : 一 个 为 PAZ 结构 域 , 与 成 熟 的 miRNA 的 3' 端 单 链 区 结合 , 另 一 个 为 PIWI 结 构 域 ， 
作用 引导 链 的 $' 端 。 某 些 Ago 蛋白 ,如 人 的 Ago2 ,能 够 直接 切割 目标 mRNA。Ago 也 可 能 将 其 他 蛋白 
招募 进来 ,实现 翻译 阻 遇 。 

在 切 酶 1 催化 pre-miRNA 剪 切 的 时 候 ,miRNA 双 链 开始 解 链 。 结 果 成 熟 miRNA 只 有 引导 链 参 人 
到 RISC 之 中 ,与 RISC 中 的 Ago 1 蛋白 结合 ,形成 miRISC ,同时 过 客 链 miRNA* 被 释放 。 在 这 里 ,Ago 
蛋白 不 仅 在 RISC 的 形成 中 起 关键 作用 ,还 决定 了 哪 一 条 链 作为 引导 链 参 人 到 RISC 之 中 。 究 竟 选 择 
哪 一 条 作为 引导 链 主 要 是 根据 热力 学 不 稳定 性 和 内 部 茎 环 的 位 置 。 

与 Agol 结合 可 大 大 提高 miRNA 的 稳定 性 。 在 果 蝇 细胞 ,miRNA* 链 可 以 和 Ago2 结合 。miRNA* 
是 结合 Agol 还 是 Ago2 ,取决 于 miRNA 双 链 的 结构 .热力 学 的 稳定 性 和 5 ' 端 第 一 个 核 苷 酸 的 性 质 。 
如 果 第 一 个 核 苷 酸 是 C ,就 与 Ago2 结合 ;如 果 是 U ,就 与 Agol 结合 。 

其 他 属于 RISC 的 成 分 包括 TRBP(HIV TAR binding protein) 干 扰 素 诱导 的 蛋白 质 激酶 激活 蛋白 ( 
PACT)SMN 复合 物 .脆性 X 智 力 低 下 蛋白 和 Tudor-SN 和 蛋白 等 。 

RISC 形成 后 的 第 一 步 是 识别 目标 mRNA。 其 中 的 Agol 使 miRNA 能 够 采取 合适 的 方向 与 目标 
mRNA 作用 ,而 目标 mRNA 的 确定 取决 于 miRNA 的 引导 链 与 目标 mRNA 上 的 目标 序列 的 互补 性 ,而 
互补 的 程度 决定 目标 mRNA 是 水 解 去 稳定 还 是 翻译 阻 遇 。 如 果 miRNA 与 目标 mRNA 呈现 完全 的 互 
补 , 或 者 近乎 完全 的 互补 ,Ago2 就 直接 切割 mRNA ,导致 mRNA 直接 降解 ;如 果 互 补 并 不 完善 ,就 发 生 
翻译 阻 遏 。 

识别 主要 通过 种 子 序列 (seed sequence) 进行 。 种 子 序列 是 一 段 保 守 序 列 ,多 数位 于 miRNA 5 ' 端 
2-~7 的 位 置 ,是 miRNA 与 目标 mRNA 结合 所 必需 的 。 即 使 miRNA 与 其 目标 序列 不 完全 互补 ,种 子 序 
列 也 必须 与 靶 mRNA 上 的 一 段 序列 完全 互补 。 

植物 与 后 生动 物 的 miRNA 在 识别 目标 mRNA 上 具有 3 个 非常 显著 的 差别 :@D 植 物 miRNA 多 
以 转录 因子 的 mRNA 作为 作用 的 对 象 。@ 植 物 的 miRNA 与 其 目标 mRNA 的 序列 几乎 完美 互补 , 没 
有 或 者 只 有 很 少 的 错 配 碱 基 , 因 此 作用 的 结果 将 导致 目标 mRNA 的 降解 。 而 后 生动 物 的 miRNA 与 
目标 mRNA 的 互补 区 横 跨 5 端 序列 (2~7 nt) 和 种 子 序 列 , 故 对 于 后 生动 物 而 言 ,一 种 miRNA 可 对 准 
同一 个 目标 mRNA 分 子 上 多 个 位 点 ,或 者 对 准 不 同 的 目标 mRNA, 作 用 的 结果 一 般 是 导致 翻译 受阻 。 
@@ 后 生动 物 的 miRNA 作用 的 靶 点 位 于 目标 mRNA 在 3'UTR 3 个 主要 的 非 翻 译 区 ,而 植物 的 miRNA 
作用 的 靶 点 经 常 位 于 编码 区 。 但 不 管 如 何 ,miRNA 在 各 种 真 核 生物 体内 是 高 度 保守 的 , 它 被 认为 是 
真 核 生物 基因 表达 调控 一 种 十 分 重要 的 机 制 。 

RISC 对 目标 mRNA 的 作用 可 通过 不 同 的 机 制 进行 ,例如 ,抑制 翻译 的 延伸 .诱导 核糖 体 的 脱落 和 
促进 新 生 肽 链 的 水 解 等 ,甚至 去 作用 染色 质 ,通过 组 蛋白 的 甲 基 化 促进 局 部 染色 质 的 浓缩 而 导致 转录 
受阻 。RISC 还 可 以 加 快 mRNA 的 去 稳定 ,一 方面 促进 目标 mRNA 的 脱 帽 , 另 一 方面 促进 目标 mRNA 
的 去 尾 。 

一 种 miRNA 的 作用 不 一 定局 限 在 产生 它 的 细胞 ,可 能 会 扩散 到 其 他 的 细胞 ,有 时 甚至 在 很 远 的 地 
方 。 对 于 植物 来 说 ,miRNA 可 以 通过 胞 间 连 丝 和 筛 管 进行 远 距 离 作 用 。 动物 可 能 通过 脂肪 体 进 行 运输 ， 
借 此 运输 可 以 将 一 种 miRNA 特异 输送 到 某 个 靶 目 标 。 有 时 ,一 种 miRNA 可 在 两 个 物种 直接 进行 转移 ， 


甚至 发 生 跨 界 转 移 。 例 如 ,有 人 将 一 个 针对 棉铃 虫 基因 的 miRNA 转 到 棉花 ,棉铃 虫 吃 了 棉花 ,miRNA 
被 吸收 进 虫 体内 起 作用 。 再 如 ,2011 年 南京 大 学 的 张 展 宇 教授 发 现 ,植物 的 一 种 miRNA 一 一 MIR168a 
能 特异 性 地 抑制 哺乳 动物 体内 的 低 密 度 脂 蛋 白 受 体 衔 接 蛋 白 1(low density lipoprotein receptor adapter 
protein 1,LDLRAP1) 的 表达 。 

6. miRNA 形成 的 调控 

编码 miRNA 的 基因 一 般 由 RNA 聚合 酶 开 催 化 转录 。 那 些 能 够 作用 于 RNA 聚合 酶 下 的 转录 因 
子 当 然 也 能 够 影响 到 miRNA 的 转录 。 而 对 miRNA 特异 性 的 调节 是 编辑 。 通 过 编辑 ,RNA 序列 上 的 
A 脱 氨基 变 成 I, 这 种 碱 基 转 换 可 改变 pri-miRNA 上 面 的 碱 基 配 对 ,从 而 有 可 能 阻止 Drosha 和 切 酶 的 
作用 。 此 外 ,编辑 过 的 成 熟 miRNA 也 有 可 能 去 识别 其 他 的 目标 RNA。 

7. RNAi 的 应 用 

自 RNAi 被 发 现 的 那 一 刻 , 人 们 就 意识 到 了 它 可 能 的 应 用 前 景 。 在 后 基因 组 时 代 的 今天 ,RNAi 
技术 被 广泛 地 用 于 研究 功能 基因 分 析 、 细 胞 信号 转 导 通路 分 析 、 治 疗 各 种 疾病 的 药物 设计 和 开发 等 
领域 ( 详 见 第 四 十 四 章 “ 重 组 DNA 技术 ”)。 现 在 许多 基于 RNAi 开发 出 来 的 药物 已 进入 临床 二 期 试 
验 。 一 般 而 言 ,进行 RNAi ,首先 需要 将 合成 的 siRNA 转 染 至 细胞 或 动物 ,或 者 将 表达 siRNA 前 体 一 一 
具有 短发 夹 结构 的 RNA (short-hairpin RNA,shRNA) 的 质粒 或 重组 病毒 引入 细胞 或 动物 。 由 于 外 源 
的 siRNA 与 经 切 酶 /TRBP 前 切 得 来 的 内 源 miRNA 十 分 相似 ,可 被 装载 进入 RISC ,因此 也 具有 基因 
沉默 的 功能 。 同 样 ,shRNA 和 pre-miRNA 在 结构 上 也 是 类 似 的 ,在 体内 可 以 被 成 功 地 加 工 成 成 熟 的 
siRNA。 在 人 工 设计 的 时 候 , 很 容易 实现 让 外 源 siRNA 与 它们 的 靶 mRNA 完全 互补 ,从 而 直接 导致 
靶 mRNA 的 降解 。 


框 43-2 ”生化 研究 动态 一 一 我 们 吃 的 不 仅 是 食物 ,也许 还 有 “信息 ” 

根据 2011 年 9 月 22 上 日 Cell Researoh 的 一 篇 题 为 "Exogenous plant MIR.168a specifcally targets mammalian 
LDLRAP1: evidence of cross-kingdom regulation by miicroRNA"” 的 论文 ,南京 大 学 生命 科学 学 院 的 张 展 宇 
教授 等 人 发 现 ,植物 的 微 RNA (miRNA) 可 以 通过 日 常食 物 摄取 的 方式 ,进入 人 体 血 液 和 组 织 器 官 ,并 通 
过 调控 人 体内 并 基 因 表 达 的 方式 ,影响 人 体 的 生理 功能 ,进而 发 挥 生物 学 作用 。 

miRNA 是 一 类 非 编 码 小 RNA (人 参看 第 四 十 三 章 ” 真 核 生物 的 基因 表达 调控 ”), 它 通过 与 靶 基 因 的 
mRNA 结合 的 方式 ,抑制 相应 的 蛋白 质 翻 译 。 张 展 宇 之 前 的 研究 成 果 已 表明 , 某 些 miRNA 是 由 组 织 和 
细胞 主动 分 泌 的 (分 论 型 miRNA), 可 稳定 存在 于 哺乳 动物 的 血清 和 血浆 中 。 因 此 ,miRNA 是 一 类 新 型 的 
疾病 标志 物 , 可 应 用 于 疾病 (如 肿瘤 ) 的 早期 诊断 。 分 小 型 miRNA 也 是 一 类 新 型 信号 分 子 , 调 控 细 胞 问 和 

组 织 间 的 信号 转 导 。 

在 本 项 研究 中 , 张 辰 宇 等 发 现 ,外 源 性 的 植物 miRNA 可 以 在 多 种 动物 的 血清 和 组 织 内 检测 到 ,并 且 
它们 主要 是 通过 饮食 的 方式 摄 人 到 体内 。 其 中 编号 为 168a 的 植物 miRNA (miR -168a) 富 含 于 稻米 中 ,是 
中 国人 血清 中 含量 最 丰 语 的 一 种 miRNA。 体 内 和 体外 的 研究 表明 ,植物 miR=-168a 可 以 结合 人 和 小 鼠 的 
低 密 度 脂 蛋白 受 体 衔接 蛋白 1 (low density lipoprotein receptor adapter brotein 1) 的 mRNA, 从 而 抑制 其 在 
肝脏 的 表达 ,进而 减缓 低 密度 脂 蛋 白 从 血浆 中 的 清除 。 这 些 发 现 表 明 ,食物 中 的 外 源 性 植物 miRNA 可 以 
通过 调控 哺乳 动物 体内 靶 基 因 表 达 的 方式 ,影响 摄食 者 的 生理 功能 。 

该 发 现 引 起 了 世界 顶级 学 术 刊物 和 主流 媒体 的 普遍 关注 ,其 意义 重大 ,至 少 提示 我 们 :人 类 在 从 外 界 
摄取 食物 的 时 候 , 不 仅 在 吃 “食物 ”其 中 的 六 大 营养 物质 ,也 许 还 在 摄 和 人 “信息 ”。 该 发 现 从 一 种 新 的 角度 
诠释 了 “ 吃 什么 外 M 人 十 么 ”(Yoeu are what you eat)。 此 外 ,对 理解 生物 之 间 尤 其 跨 “ 界 ”( 比 如 在 动 植物 间 ) 的 
相互 作用 ,以 及 共 进 化 (co-evolution) 等 提供 了 新 的 线索 。 当 然 对 于 中 国人 来 说 ,还 为 研究 传统 中 草药 的 
作用 方式 提供 了 新 的 思路 。 


627 


人 醒 


8. RNAi 的 生物 学 意义 

前 普遍 认为 ,RNAi 在 植物 和 昆虫 体内 相当 于 一 种 免疫 系统 ,起 着 保卫 基因 组 的 作用 , 它 能 够 防 
epenswevweoea 因为 许多 病毒 的 基因 组 为 双 链 RNA ,或 者 在 复 
制 过 程 中 经 历 双 链 RNA 中 间 体 ,这 些 双 链 RNA 可 被 宿主 细胞 内 的 切 酶 和 RISC 识别 并 切割 而 失去 活 
性 。 此 外 , 它 还 参与 基因 表达 的 调控 。 目 前 ,人 们 已 经 鉴别 出 1 000 多 个 人 类 miRNA ,它们 参与 细胞 
分 化 增殖、 凋 亡 胰岛 素 分 泌 以 及 心脏 ,大脑 和 骨骼 肌 的 发 育 过 程 。 已 发 现 某 些 miRNA 在 某 些 生物 
胚胎 发 育 的 特定 时 段 起 作用 ,参与 调控 发 育 时 钟 ,因此 这 些 miRNA 有 时 被 称 为 小 时 序 RNA (stRNA， 
small temporal RNA)。 


五 、mRNA 的 稳定 性 与 基因 表达 调控 

细胞 质 中 所 有 的 RNA 都 会 水 解 ,但 是 不 同类 型 的 RNA 在 细胞 内 的 半衰期 并 不 相同 。 显 然 一 种 
mRNA 半衰期 越 高 ,其 被 翻译 的 机 会 就 越 高 。 当 一 种 mRNA 的 稳定 性 能 受到 特定 的 调节 信和 号 作用 而 
发 生变 化 的 时 刻 ,mRNA 的 稳定 性 和 降解 便 成 为 调节 基因 表达 的 一 种 重要 手段 。 

已 发 现 一 系列 的 序列 和 二 级 结构 元 件 能 够 影响 mRNA 的 稳定 性 ,例如 许多 “短命 "mRNA 在 
3'UTR 有 一 种 富 含 AU 序列 的 元 件 (AU-rich element,ARE)。ARE 的 作用 一 方面 可 提高 mRNA 的 脱 尾 
作用 而 降低 mRNA 的 稳定 性 , 另 一 方面 可 直接 参与 翻译 阻 遏 。 

铁 是 一 种 必需 元 素 , 作 为 细胞 内 多 种 蛋白 质 或 酶 的 组 分 ,但 细胞 内 过 量 的 铁 会 诱发 有 害 的 自由 基 
反应 ,导致 脂 质 、 核 酸 和 蛋白质 的 损伤 。 因 此 ,细胞 内 的 铁 浓 度 是 受到 严格 调控 的 。 

细胞 内 对 铁 浓度 的 控制 是 通过 对 2 种 参与 铁 代谢 的 蛋白 质 一 一 转 铁 蛋 白 受 体 (transferrin 
receptor,TfR) 和 铁 蛋 白 (ferritin) 的 翻译 而 实现 的 。 铁 蛋白 的 功能 是 贮存 细胞 内 的 铁 , 而 转 铁 和 蛋白 受 体 
的 功能 是 通过 与 血液 内 运输 铁 的 蛋白 质 一 一 转 铁 蛋 白 的 相互 作用 ,调节 进入 细胞 的 铁 的 量 。 如 果 细 
胞 内 铁 浓 度 较 高 , 铁 蛋 白 的 翻译 就 上 调 ,TfR 的 翻译 就 下 调 ,以 防止 细胞 因 摄 和 人 过 多 的 铁 而 中 毒 ;反之 ， 
如 果 细 胞 内 铁 浓度 较 低 , 铁 蛋白 的 翻译 就 下 调 ,TfR 的 翻译 就 上 调 ,以 满足 细胞 对 铁 的 需要 。 

如 图 43-19 所 示 , 由 葵 环 结 人 有 -response element,IRE) 和 TfR 3'UTR 
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侠 43-19 细胞 内 铁 浓度 变化 对 铁 蛋白 或 转 铁 蛋白 受 体 翻译 的 影响 (Lodish 等 ， 2 





和 铁 蛋 白 的 $'UTR 内 ,而 一 种 IRE 结合 蛋白 (IRE-binding protein,IREBP) 通 过 与 IRE 的 结合 ,可 以 调 
节 上 述 两 种 mRNA 的 稳定 性 ,其 中 TfER 上 的 IRE 含有 去 稳定 的 ARE。 当 细胞 处 于 低 铁 状态 下 ,IREBP 
有 活性 ,这 时 IREBP 与 IRE 结合 ,对 TfR mRNA 和 铁 蛋 白 mRNA 的 稳定 性 和 可 翻译 性 产生 不 同 的 
影响 , 由 于 铁 蛋 白 mRNA 上 的 IRE 位 于 5'UTR, 因 此 将 会 阻止 翻译 ,相反 ,TfR mRNA 上 的 IRE 位 于 
3'UTR ,因此 IREBP 与 其 结合 将 提高 TfR mRNA 的 稳定 性 ; 当 细 胞 处 于 高 铁 状态 下 ,IREBP 无 活性 ,这 
时 IREBP 无 法 与 IRE 结合 ,TfR mRNA 因 失 去 IREBP 的 保护 而 被 水 解 , 而 铁 蛋 白 mRNA 的 IRE 因 没 
有 结合 IREBP 而 被 翻译 。 


六 、 对 翻译 过 程 本 身 的 调节 

1. 对 翻译 起 始 阶段 的 调节 ”此 过 程 主要 是 通过 对 两 种 起 始 因子 eIF4E 和 eIF2 的 磷酸 化 修饰 而 
实现 的 。 细 胞 内 某 些 信号 (生长 因子 、 热 激 、 病 毒 感染 有丝分裂 和 血红 素 浓度 变化 等 ) 能 够 诱发 这 两 
种 起 始 因子 的 磷酸 化 或 去 磷酸 化 ,从 而 改变 翻译 的 效率 。 此 外 ,细胞 内 的 某 些 抑制 因子 能 够 与 特定 的 
起 始 因子 结合 ,而 抑制 翻译 的 起 始 。eIF4E 和 eIF2 的 磷酸 化 对 翻译 的 影响 正好 相反 ,前 者 的 磷酸 化 可 
刺激 翻译 ,后 者 则 抑制 翻译 。 

(2) 对 翻译 终止 阶段 的 调节 ”此 过 程 是 通过 再 次 程序 化 的 遗传 解码 而 进行 的 (参看 第 四 十 一 章 
“再 次 程序 化 的 遗传 解码 和 翻译 暂停 ”)。 

有 关 翻 译 后 水 平 的 调节 的 内 容 请 参看 第 四 十 章 “ 和 蛋白质 的 翻译 后 加 工 及 其 定向 和 分 拣 ”。 


科学 故事 一 一 RNAi 的 发 现 

早 在 1990 年 ,Rich Jorgensen 等 人 在 对 矮 牵 牛 (petunias) 进行 转基因 研究 中 发 现 一 个 奇怪 的 现象 :将 
一 个 能 产生 色素 的 基因 一 蝴蝶 兰 查 尔 酮 合 酶 (chalone synthase) 基因 置 于 一 个 强 启 动 子 后 , 引 人 矮 脚 牵 
牛 , 以 加 深 花 采 的 紫色 ,结果 非但 没有 看 到 期 待 中 的 深 紫 色 花 条 ,倒是 多 数 花 成 了 花 斑 , 甚至 变 为 白色 。 
Jorgensen 将 这 种 现象 命名 为 共 阻 过 (cosuppression), 因为 他 认为 导入 的 基因 和 其 机 体内 相似 的 内 源 基 因 同 
时 都 被 阻 遏 而 不 表达 。 与 此 类 侯 的 实验 是 ,将 经 基因 改造 过 的 含有 一 个 植物 基因 片段 的 RNA 病毒 感染 
植物 细胞 ,也 可 以 导致 内 源 植 物 基因 的 沉默 。 开 始 人 们 认为 , 共 阻 过 是 矮 牵 牛 特有 的 怪 现 象 ,但 后 来 发 现 
在 其 他 许多 植物 中 ,甚至 在 真菌 中 也 有 类 似 的 现象 。 

那么 是 什么 原因 导致 共 阻 遇 现象 发 生 的 呢 ? 对 此 ,有 人 认为 转基因 引发 的 共 阻 遏 现象 可 能 是 其 诱 
导 了 基因 发 生 特异 的 甲 基 化 , 导致 基因 不 能 转录 ,这 种 阻 遏 称 为 转录 水 平 基 因 沉 默 (transcriptional gene 
silencing,TGS)。 但 也 有 人 认为 ,基因 沉默 是 在 转录 后 发 生 的 , 称 为 转录 后 基因 沉默 (post-transcriptional 
gene silencing,PITGS)。 后 来 的 核 转移 实验 表明 ,内 源 基 因 的 转录 并 没有 停止 ,只 是 转录 物 进 人 胞 桨 后 很 快 
被 降解 ,没有 积 款 ,这 遂 明 Jorgensen 发 现 的 共 阻 遇 属 于 PTGS。 后 来 进一步 证 实 , 在 植物 中 ,将 出 现 转基因 
导致 基因 沉默 的 植物 嫁接 到 另 一 没有 基因 沉默 的 植物 中 ,同样 可 以 诱发 PTGS。 

到 了 1995 年 ,美国 康 乃 尔 大 学 的 Su Guo 和 Kemphues, 在 将 par-7 基因 的 反 义 RNA 链 注射 到 线虫 
的 生殖 腺 后 ,也 发 现 了 一 个 非常 奇怪 的 现象 :他 们 本 来 想 利 用 反 义 RNA 技术 ,特异 性 阻 断 par-7 基因 的 
表达 ,同时 亦 在 其 对 照 组 实验 中 ,给 线虫 注射 正义 RNA (sense RNA) 以 期 观察 到 par-7 基因 表达 的 增强 。 
但 得 到 的 结果 竟 是 ,二 者 以 同样 的 高 频率 诱导 par-;7 的 缺失 表 型 (null phenotype) 的 出 现 。 这 与 传统 上 对 
反 义 RNA 技术 的 解释 竟 是 正好 相反 。 研 究 小 组 一 直 没 能 对 这 个 意外 结果 予以 合理 的 解释 。 

Guo 和 Kemphues 实验 留 下 来 的 恋 团 直到 1998 年 才 由 Andrew Fire 等 人 解 开 。 通 过 大 量 艰 苦 的 工作 ， 
他 们 证 实 ,Su Guoe 和 Kemphues 遇 到 的 正义 RNA 抑制 基因 表达 的 现象 ,以 及 过 去 的 反 义 RNA 技术 对 基 
因 表 达 的 阻 断 ,都 是 由 于 体外 转录 所 得 RNA 中 污染 了 微量 双 链 RNA 而 引起 。 如 果 仅仅 注射 经 高 度 纯 
化 后 的 目标 基因 的 单 链 RNA, 抑 制 效应 就 变 得 十 分 微弱 ;此 外 ,使 用 与 目标 基因 无 关 的 双 链 及 NA 无 任何 
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你 如 何 设计 一 个 实 
验 ,证 明 TIR 和 铁 蛋白 的 基因 
表达 调控 是 在 翻译 水 平 ,而 不 
是 在 转录 水 平 上 进行 的 ? 
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影响 。Fire 随后 的 研究 表明 , 双 链 RNA 对 目标 基因 表达 所 产生 的 效应 是 因为 它们 影响 到 了 mRNA 的 稳 
定性 ,而 且 , 双 链 RNA 似乎 能 够 越过 细胞 间 的 障碍 ,在 注射 点 以 外 的 地 方 起 作用 ,更 让 人 吃惊 的 是 ,每 个 
细胞 只 要 有 几 个 分 子 的 双 链 RNA 就 可 以 起 作用 ,这 一 点 意味 着 在 其 中 有 催化 或 放大 机 制 。 进 一 步 研究 
还 表明 ,只 有 对 应 于 目标 基因 外 显 子 序列 的 双 链 RNA 才 有 上 述 效 应 ,与 内 含 子 序列 对 应 的 双 链 RNA 无 
效 。 后 来 的 实验 表明 ,在 线虫 中 注 人 双 链 RNA 不 仅 可 以 阻 断 整个 线虫 的 同 源 基因 表达 ,还 会 导致 其 子 一 
代 的 同 源 基 因 沉 默 ,该 小 组 将 这 一 现象 称 为 RNA 干扰 (RNA interference,RNAi)。Fire 也 因此 荣获 2006 
年 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 。 

到 目前 为 上 ,RNAi 现象 被 广泛 地 发 现在 真菌 、 拟 南 芥 \ 水 是 、 涡 虫 `. 锥 虫 ` 果 晶 、 斑 马 鱼 等 许多 真 核 生 
物 中 。 这 说 明 RNAi 很 可 能 出 现在 生命 进化 的 早期 阶段 。 随 着 研究 的 不 断 深 入 ,RNAi 的 机 制 正 逐步 地 
被 前 明 ,同时 亦 成 为 功能 基因 组 研究 领域 中 的 有 力 工 具 , 用 于 鉴定 功能 缺失 表 型 。RNAi 也 越 来 越 为 人 们 
所 重视 。 

种 种 迹象 表明 ,RNA 干扰 是 真 核 生物 体内 的 一 种 相当 普遍 的 现象 ,难怪 Science 将 2002 年 的 年 度 分 
子 授予 小 RNA 和 及 NAi。 


推荐 网 址 : 


EL 


http :Wwww.emunix.emich.edu/~rwinning/genetics/eureg.htm (美国 东 密 歇 根 大 学 一 个 遗传 学 网 站 ,有 关 

真 核 基 因 表达 调控 的 内 容 ) 

.http :Wwww.emc.maricopa.edu/faculty/farabee/biobk/biobookgenctrLhtml (美国 马里 科 帕 郡 社区 学 院 一 个 
在 线 的 分 子 遗 传 学 教程 ,有 关 基 因 表 达 调 控 的 内 容 ) 

.http :Wwww.uic.edu/elasses/bios/bios100/lecturesf04am/lect15.htm (美国 加 利 福 尼 亚 大 学 欧文 分 校 一 个 
生物 学 网 站 ,有 关 含 基因 表达 调控 的 内 容 ) 

.http:Wen.wikipedia.org/wikiRNA_interference (维基 百科 有 关 RNA 干扰 的 内 容 ) 
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人 第 四 十 四 章 ”重组 DNA 技术 


在 1970 年 以 前 ,以 核酸 为 对 象 的 研究 者 面 对 一 堆 不 均一 的 DNA 样品 往往 束手无策 ,这 是 因为 当 
时 他 们 无 法 从 中 大 量 制备 一 种 单一 序列 的 DNA 片段 。 由 于 大 多 数 的 基因 在 二 倍 体 细胞 是 双 拷 贝 ,而 
在 单 倍 体 细 胞 为 单 拷贝 ,因此 , 想 从 一 种 生物 体内 直接 分 离 得 到 一 个 基因 几乎 是 不 可 能 的 事情 。 然 而 ， 
诞生 于 20 世纪 70 年 代 初 的 重组 DNA 技术 不 但 使 分 离 一 个 基因 不 再 困难 ,而 且 借 助 这 项 技术 ,还 可 
以 在 不 同 的 系统 中 对 其 进行 表达 和 改造 。 如 今 , 重 组 DNA 技术 和 由 它 衍生 出 来 的 其 他 技术 已 成 为 生 
命 科学 研究 不 可 缺少 的 利器 ,每 一 个 从 事 生 命 科学 研究 的 人 都 应 该 对 它们 有 所 了 解 , 故 本 章 就 集中 介 
绍 这 些 技术 的 原理 和 应 用 。 


第 一 节 ”重组 DNA 技术 简介 


重组 DNA 顾名思义 就 是 通过 某 种 手段 ,将 不 同 来 源 的 DNA 片段 连接 起 来 ,并 进行 扩 增 和 纯化 以 
供 进一步 研究 的 技术 (图 44-1)。 

当 克 隆 (无 性 繁殖 ) 这 一 名 词 被 借用 到 同一 种 重组 DNA 分 子 的 大 量 扩 增 和 纯化 的 时 候 , 基 因 
克隆 或 分 子 克隆 等 术语 便 应 运 而 生 , 因 此 重组 DNA 又 被 称 为 基因 克隆 (genetic cloning) 或 分 子 克隆 
(molecular cloning)。 

有 效 的 基因 克隆 至 少 需要 满足 5 个 条 件 :四 具 
有 容纳 外 源 基 因 或 序列 的 载体 (vector);@) 具 有 将 外 
源 基因 或 序列 导入 到 载体 的 工具 ;G 具 有 合适 的 宿 
主 细胞 ;@ 约 具有 将 重组 DNA 引入 到 宿主 细胞 的 有 效 
途径 ;@ 具 有 选择 和 筛选 重组 体 的 方法 。 





目的 基因 
基体 DNA 一 、 基 因 克隆 的 载体 
载体 的 作用 是 容纳 被 克隆 的 目的 基因 ,以 便 
人 将 目的 基因 带 入 到 特定 的 宿主 细胞 进行 扩 增 或 表 
达 。 一 种 理想 的 载体 一 般 需要 满足 以 下 几 个 条 件 : 
嵌 合 体 DNA 加 含有 原核 生物 DNA 复制 起 始 区 ,以 便于 在 原核 
系统 中 的 扩 增 。@@ 含 有 真 核 生 物 DNA 复制 起 始 
区 ,以 方便 在 真 核 细胞 内 的 自主 复制 。@@ 含 有 集 
RDNAama 中 了 多 种 常用 的 限制 性 内 切 酶 切 点 的 多 克隆 位 点 
“宿主 细胞 (multiple cloning site,MCS), 以 方便 各 种 克隆 片段 
O 〇 印 的 插入 。 轩 带 有 抗生素 抗 性 基因 或 其 他 选择 性 标 
ss 克隆 基因 表达 记 , 以 方便 克隆 的 筛选 和 鉴别 。@@ 含 有 可 诱导 的 或 
达 的 重 白 质 、a 组 织 特异 性 的 启动 子 或 增强 子 序列 ,有 利于 控制 


O 〇 驴 


44-1 重组 DNA 技术 的 基本 步骤 


被 插入 的 基因 在 宿主 细胞 内 的 表达 。(@@ 现 代 的 载 
体 一 般 含有 多 功能 的 结构 元 件 ,同时 兼顾 到 克隆 、 
DNA 测序 、 体 外 突变 、 转 录 和 自主 复制 。 


合 ， 


你 如 何 设计 一 个 
实验 ,能 克隆 到 大 肠 杆 菌 的 
DNA 复制 起 始 区 ? 
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如 果 宿 主 菌 是 古 
菌 ,这 些 抗生素 抗 性 标记 还 有 
效 吗 ? 为 什么 ? 
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目前 使 用 的 载体 多 衍生 于 质粒 . 吹 菌 体 和 病毒 。 市 场 上 提供 了 种 类 繁多 的 商业 化 载体 ,而 选择 哪 
一 种 载体 ,取决 于 实验 系统 的 设计 、 如 何 筛 选 以 及 如 何 利 用 克隆 的 基因 。 

(一 ) 质粒 载体 

质粒 (plasmid) 主要 是 指 细菌 染色 体 以 外 的 、 能 自主 复制 并 与 细菌 共生 的 遗传 成 分 。 其 特点 包括 : 
四 是 一 种 共 价 闭环 双 链 DNA ,可 形成 天 然 的 超 螺旋 结构 。 不 同 质粒 的 大 小 在 2~300 kh, 小 于 15 kb 的 
小 质粒 比较 容易 分 离 纯 化 , 且 能 容纳 较 大 的 外 源 DNA, 因 此 最 适合 用 做 载体 。@@ 含 有 DNA 复制 起 始 
区 ,因而 能 自主 复制 。 按 复制 的 调控 机 制 及 其 拷贝 数 ,可 将 它们 分 为 2 类 :一 类 为 严 紧 控制 (stringent 
control) 型 ,其 复制 受到 严格 的 控制 ,拷贝 数 较 少 , 只 有 一 到 几 十 个 ; 另 一 类 是 松弛 控制 (relaxed control) 
型 ,其 复制 不 受 宿主 细胞 控制 ,每 个 细胞 有 几 十 到 几 百 个 拷贝 。 显 然 ,松弛 型 质粒 更 适合 作为 克隆 载 
体 。@@ 对 宿主 细胞 的 生存 不 是 必需 的 ,但 通常 带 有 有 利于 宿主 菌 在 特定 条 件 下 生存 的 基因 。 例 如 , 许 
多 天 然 的 质粒 (R 质粒 ) 带 有 抗 药性 基因 ,能 编码 某 种 酶 分 解 或 破坏 常见 的 抗生素 。 

基因 克隆 中 使 用 的 质粒 载体 基本 上 都 是 经 改造 过 的 松弛 型 质粒 ,其 内 部 一 些 无 用 的 序列 已 被 去 
除 ,同时 引进 了 一 些 有 用 的 序列 。 最 常用 的 大 肠 杆菌 克隆 质粒 为 pbUC18/19 (图 44-2), 它 是 由 天 然 的 
pBR322 质粒 改造 而 来 。 此 质粒 的 复制 起 始 区 能 高 频 启 动 自身 的 复制 ,使 一 个 细菌 细胞 内 的 质粒 搁 贝 
数 高 达 500 个 以 上 。pUC18 和 pUC19 的 差别 仅仅 在 于 MCS 的 方向 正好 相反 -此 外 ,该 质粒 还 携带 一 
个 抗 氮 共 青 霉 素 基 因 (omm 或 4p ,由 它 编码 的 一 种 内 酰胺 酶 (B-lactamase,bla), 能 打开 青霉素 分 子 内 
的 B- 内 酰胺 环 ,使 氮 代 青霉素 失效 。 因 此, 当 细菌 用 pUC18/19 转 化 后 , 放 人 含 氨 代 青霉素 的 培养 基 中 ， 
凡 不 售 pbUC18/19 者 都 不 能 生长 ,而 长 出 的 细菌 一 定 带 有 pUC18/19。 
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44-2 pUC18/19 质粒 的 基本 结构 

pUC18/19 还 携带 大 肠 杆菌 乳糖 操纵 子 的 ucr 和 ac2' ,但 luc2' 仅仅 编码 B- 半 乳 糖苷 酶 N 端的 
146 个 氨基 酸 残 基 (a 肽 )。 当 培养 基 中 含有 诱导 物 IPTG 和 显 色 底 物 X-gal 时 ,1ac2' 被 诱导 表达 ,表达 
出 来 的 B- 半 乳 糖苷 酶 N 端 肽 段 能 与 宿主 菌 表达 的 C 端 肽 段 互补 ,而 共同 组 装 成 具有 活性 的 B- 半 乳 
糖苷 酶 ,此 现象 被 称 为 a- 互补 (a-complementation)。X-gal 受到 半 乳 糖苷 酶 水 解 后 产生 有 颜色 的 产 
物 , 从 而 使 菌落 呈现 蓝 色 。 通 常 在 不 改变 ORF 的 前 提 下 ,在 /ac2' 中 间 插 人 MCS ,以便 外 来 序列 的 插 
入 。 当 外 来 序列 插入 后 ,可 打破 /ac2' 原来 的 ORF ,致使 半 乳 糖苷 酶 活性 丧失 ,这 种 现象 被 称 为 插入 失 
活 (insertional inactivation)。 含 有 重组 体质 粒 的 菌落 因 无 法 水 解 X-gal 就 呈 白 色 , 这 种 颜色 的 变化 经 常 
用 来 筛选 含有 重组 质粒 的 转化 菌落 ,此 法 被 称 为 蓝 白斑 筛选 法 (blue/white) (图 44-3)。 

(二 ) 鸣 菌 体 载体 

只 菌 体 载体 多 由 和 鸣 菌 体 改造 而 成 ,它们 常用 来 克隆 较 大 的 DNA 片段 ,特别 是 构建 真 核 生 物 的 
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cDNA 文库 (cDNA library) 或 基 


LacZ 二 
因 组 文库 (genomic library)。 
人 鲍 利用 A 噬菌体 载体 ,首先 


入 8- 半 乳糖 音 酶 的 C 端 需要 用 外 源 DNA 替代 鸣 菌 体 
站 DNA 的 中 段 非 必需 序列 ,或 者 


将 其 插入 到 噬菌体 DNA 的 中 
段 ,然后 让 重组 的 DNA 随 叭 菌 
蓝 斑 体 的 左右 臂 一 起 ,在 体外 包装 
成 叭 菌 体 ,再 让 叭 菌 体 去 感染 
大 肠 杆菌 (图 44-4)。 现 在 使 
用 的 和 叭 菌 体 载体 已 做 了 以 
下 几 个 方面 的 改造 :四 去 除了 
A-DNA 上 的 一 些 限 制 性 酶 切 
点 。@ 在 中 部 非 必需 区 域 , 替 
换 或 插入 MCS 和 某 些 标记 基因 ， 如 可 供 蓝 白 班 筛选 的 妃 laclI-1acZ' 等 基因 。 由 此 可 构建 出 插入 型 载体 
(insertion vector) 和 蔡 换 型 载体 (substitution vector)。 插 人 或 置换 中 段 的 外 源 DNA 长 度 是 有 一 定 限制 的 ， 
太 长 或 太 短 都 会 影响 到 包装 后 的 重组 吧 菌 体 的 生存 活力 。 

使 用 鸣 菌 体 载体 至 少 有 两 个 好 处 :一 是 能 够 容纳 较 长 的 外 源 DNA, 二 是 其 感染 宿主 菌 要 比 质 粒 转 
化 细菌 的 效率 高 得 多 。 其 缺点 则 在 于 克隆 操作 要 比 质粒 载体 繁琐 。 

(三 ) 黏 粒 (cosmid) 

这 是 一 种 兼 有 部 分 XA-DNA 和 部 分 质粒 序列 的 杂 合 载体 。 其 中 ,来 自 A-DNA 的 成 分 是 噬菌体 体 
外 包装 所 必需 的 cos 序列 ,来 自 质粒 的 成 分 包括 复制 起 始 区 .特定 的 抗生素 抗 性 基因 和 MCS。 

在 使 用 黏 粒 的 时 候 , 重 组 体 DNA 在 体外 与 野生 型 叭 菌 体 的 外 壳 蛋 白 和 尾部 蛋白 包装 成 感染 性 
的 颗粒 ,以 便 能 高 效 进 入 宿主 细胞 。 在 宿主 细胞 内 ,它们 又 像 质 粒 一 样 进行 复制 ,但 由 于 缺乏 外 壳 蛋 
白 的 基因 ,因此 并 不 能 在 宿主 细胞 内 形成 新 的 噬菌体 颗粒 。 

黏 粒 可 搬 人 长 30~45 kb 的 外 源 DNA ,对 DNA 的 大 小 有 选择 作用 ,主要 用 于 DNA 文库 的 构建 。 

(四 ) PAC 和 BAC 

PAC 即 是 P1 噬菌体 人 工 染 色 体 (P1 phage artificial chromosome), 能 容纳 100~300 kb 的 外 源 DNA。 
与 A 鸣 菌 体 相 似 ,P1 唆 菌 体 在 大 肠 杆菌 内 以 原 吻 菌 体 的 形式 存在 ,但 它 并 不 整合 到 大 肠 杆菌 染色 体 上 。 

BAC 是 指 细菌 人 工 染 色 体 (bacterial artificial chromosome)。 它 是 一 种 非常 稳定 的 质粒 载体 ,能 容 
纳 的 外 源 DNA 在 100~250 kb ,最 长 的 可 达 1 Mb。BAC 含有 严 紧 型 质粒 下 因子 的 复制 起 始 区 (ori)， 
因此 其 拷贝 数 受 到 严格 的 控制 (1~2 个 拷贝 /细胞 )。 此 外 , 它 还 含有 MCS 和 选择 性 标记 基因 came 
或 sacBI, 以 及 能 驱动 基因 转录 的 启动 子 。cam* 为 氯 霉 素 抗 性 基因 。sacBI 编 码 的 是 果 聚 糖 蔗糖 酶 
(levansucrase), 该 酶 能 将 芒 糖 转化 成 果 聚 糖 。 果 聚 糖 对 细菌 是 有 毒 的 ,因此 ,如 果 SacBI 有 活性 ,细菌 
就 无 法 生存 。 当 外 源 DNA 插入 到 SacBI 的 上 游 以 后 ,SacBI 就 无 法 正常 转录 。 利 用 此 性 质 , 可 进行 正 
选择 重组 体 (图 44-5)。 

(五 ) YAC 和 HAC 

YAC 是 指 酵母 人 工 染 色 体 (yeast artificial chromosome), 是 由 酵母 .原生 动物 和 细菌 质粒 DNA 组 建 
成 的 杂 合 载体 ,能 够 容纳 大 于 1 Mb 的 外 源 DNA。 其 中 的 自主 复制 序列 .选择 性 标记 基因 和 着 丝 点 来 
自 酵 母 , 端 粒 序 列 一 般 来 自 四 膜 虫 ,MCS 和 原核 复制 起 始 区 来 自 质粒 。 在 酵母 细胞 内 ,YAC 像 酵 母 染 
色 体 一 样 行使 功能 ,而 在 大 肠 杆 菌 内 ,又 能 像 质粒 一 样 复制 。 

YAC 上 的 标记 基因 有 :青霉素 抗 性 基因 (ia) 用 于 转化 大 肠 杆菌 时 的 选择 ;7TRP7 一 一 参与 色 
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O77 有 
个 44-5 细菌 人 工 染色 体 的 结构 和 外 源 DNA 的 插入 


氨 酸 合成 的 - 个 关键 酶 的 基因 ， 为 色 氨 酸 营养 鲁 陷 型 村 母 细胞 提供 上 选择 1 隆 标记 ; supf_ 茜 厂 型 校正 
tRNA (ochre suppressor tRNA) 基因 ,赋予 酵母 细胞 的 无 义 突变 株 具 有 野生 表 型 ,但 是 ,如 果 外 源 DNA 
插入 到 SUP4 内 部 导致 其 失 活 , 那 宿 主 酵母 就 能 够 维持 突变 表 型 ,此 性 质 可 用 来 筛选 重组 体 。 

YAC 克隆 的 基本 策略 是 (图 44-6): 首 先 使 用 限制 性 内 切 酶 BamHI( 图 中 的 B 为 它 的 切 点 ) 消化 
载体 ,以 便 游离 出 端 粒 ,产生 线形 染色 体 结构 ;然后 ,使 用 SmraI( 图 中 的 $ 为 它 的 切 点 ) 分 别 消 化 外 源 
DNA 和 载体 ;最 后 ， 使 用 连接 酶 将 目标 DNA 插入 到 SUP4 内 部 ,再 转化 宿主 细胞 ,并 进行 筛选 。 
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图 44-6 酵母 人 工 染色 体 的 结 者 构 和 外 源 DNA 的 插入 


HAC 是 指 人 人 工 染 色 体 (Human artificial chromosome)。 它 衍生 于 BAC、YAC 或 PAC， 含有 自主 复 
制 序列 、. 端 粒 和 aw- 卫星 DNA( 着 丝 点 DNA), 能 够 容纳 约 100 kb 的 外 源 DNA ,在 宿主 细胞 内 不 发 生 整 合 ， 
可 在 有 丝 分 裂 期 间 稳定 地 传 给 子 细胞 。 

(六 ) 真 核 细 胞 病毒 载体 

这 是 一 类 由 动 、 植 物 病毒 改造 而 成 的 载体 。 由 于 动物 细胞 的 培养 和 操作 较 复 杂 、 花 费 也 较 大 ,在 
动物 病毒 载体 构建 时 ,一 般 都 把 质粒 的 复制 起 始 区 放置 其 中 ,形成 穿梭 载体 (shuttle vector), 以 便 能 在 
细菌 中 大 量 扩 增 ,再 引入 到 真 核 细 胞 。 使 用 动物 病毒 载体 的 目的 多 为 将 目的 基因 或 序列 引入 动物 细 
胞 中 表达 ,或 者 测试 其 功能 ,或 作为 基因 治疗 的 载体 。 





二 、 将 外 源 基 因 或 序列 导入 载体 的 工具 

将 外 源 基 因 或 序列 导入 到 载体 需要 特殊 的 工具 酶 ,其 中 以 限制 性 内 切 酶 (restriction endonuclease， 
RE) 和 连接 酶 最 为 重要 ,此 外 ,有 时 还 需要 DNA 聚合 酶 .多 聚 核 苷 酸 激酶 和 S1 核酸 酶 等 ,这 里 主要 介 
绍 限制 性 内 切 酶 。 

(一 ) 限制 性 内 切 酶 

重组 DNA 首先 需要 对 特定 的 DNA 进行 精确 的 定向 切割 ,RE 的 发 现 使 之 成 为 可 能 。RE 实际 上 


是 一 类 特殊 的 具有 高 度 位 点 特异 性 的 DNA 内 切 酶 ,可 识别 双 链 DNA 分 子 内 部 特殊 的 碱 基 序列 (通常 
为 4~6bp 的 回 文 序列 ), 切 开 DNA 的 两 条 链 ,产生 特定 的 未 端 。 

到 目前 为 止 ,已 发 现 4 类 RE:CD 工 类 是 由 3 种 不 同 的 亚 基 组 成 , 兼 有 甲 基 化 酶 和 依赖 于 ATP 的 内 
切 酶 活性 ,能 识别 DNA 分 子 特定 的 碱 基 序 列 , 同 时 随机 切断 在 识别 位 点 以 外 的 DNA 序列 ,这 类 酶 的 作 
用 需要 Mg”*、SAM 及 ATP;G@)I 类 不 具有 修饰 酶 活性 ,只 由 一 条 肽 链 组 成 ,需要 Mg ,但 不 需要 SAM 和 
ATP, 其 切割 DNA 特异 性 最 强 , 且 在 识别 位 点 内 部 切断 DNA,93% 的 RE 属于 此 类 ;@ 亚 类 与 工 类 相 
似 ,需要 Mg* 和 ATP, 但 切 点 在 识别 序列 周围 25~30 bp 范围 内 ,显然 , 工 类 最 适合 于 基因 克隆 ,在 重组 
DNA 技术 中 提 到 的 RE 通常 都 属于 此 类 ;@ 类 能 切割 甲 基 化 位 点 ,例如 Msp TI 识别 的 序列 是 CCGG， 
不 管 C 是 否 甲 基 化 都 能 够 切割 。 


nl 有。 所 有 RE 切割 DNA 后 在 切 点 产生 的 总 是 5 - 磷酸 和 3'-OH， 
3 


WATEEET3 这 对 于 后 面 的 连接 反应 十 分 重要 ,原因 是 DNA 连接 酶 要 求 连接 点 
; ET 必须 是 5 磷酸 和 3' OH。 然而 ,不 同 的 RE 在 切割 DNA 的 时 候 , 切 
TEAALT ?， 割 的 方式 不 一 定 相同 (图 44-7) 根据 在 识别 位 点 上 的 切 制 方式 , I 
类 限制 性 内 切 酶 又 分 为 2 个 亚 类 :第 一 亚 类 交错 切 开 DNA 的 两 条 链 ， 
,ae 产生 突出 的 互补 未 端 (有 的 产生 5' 突 出 ,有 的 产生 3' 突出 ), 这 样 的 未 
3 端 在 特定 的 条 件 下 ,能 够 重新 缔 合 在 一 起 ,因此 被 称 为 儿 端 (cohesive 


RAT 3 end); 第 二 亚 类 在 DNA 两 条 链 相 同 的 位 置 切 开 DNA, 产 生 无 突出 的 平 
+ TAR T5 ， 端 (blunt end)。 在 基因 克隆 中 ,使 用 最 多 的 是 产生 黏 端的 RE, 因 为 不 

”” 亲 5。 同 的 DNA 分 子 经 过 同一 种 RE 处 理 后 ,产生 相同 的 竺 端 ,经 退火 后 很 
容易 “ 粘 "在 一 起 ,从 而 大 大 方便 了 后 面 的 连接 反应 (图 44-8)。 

不 同 的 RE 识别 的 DNA 序列 长 度 可 能 并 不 相同 ,识别 序列 有 4 bp .6 bp 或 8 bp, 其 中 以 识别 6bp 
的 最 为 常见 ( 表 44-1)。 显 然 , 一 个 由 随机 碱 基 序 列 组 成 的 DNA, 如 果 受 到 识别 4bp.6 bp 或 8 bp 的 
RE 的 消化 , 那 大 概 分 别 平 均 每 隔 256 bp (49).4 096 bp (45) 和 65 536 bp (48) 就 产生 一 个 切 点 。 当 需要 对 
一 个 已 知 长 度 的 长 DNA 分 子 进行 切割 的 时 候 , 可 按 此 计算 ,粗略 估计 出 它 对 不 同 RE 可 能 的 切 点 频率 ， 
以 便 选 择 合适 的 RE。 


44-8 ” 黏 端 之 间 的 退火 


思 表 44-1 常见 的 几 种 RE 识别 的 碱 基 序列 和 切 点 性 质 










识别 序列 和 切 点 
CCjGG 





AGJCT 


BamHI GJGATCC KpnI GGTACLTC 
Be AJGATCT MboI JGATC 

EcoRI GJAATTC Pst 工 CTGCAJG 
Hue 亚 GGJCC SmaI CCCJGGG 


AJAGCTT GCJGGCCGC 


(二 ) DNA 连接 酶 

连接 酶 在 基因 克隆 中 的 作用 是 将 外 源 DNA 连接 到 载体 上 ,使 用 最 多 的 是 T4 叭 菌 体 编码 的 DNA 
连接 酶 , 它 以 ATP 为 能 源 ,不仅 能 连接 黏 端 DNA ,还 能 连接 平 端 DNA。 

(三 ) DNA 聚合 酶 

在 基因 克隆 中 使 用 的 DNA 聚合 酶 有 KRlenow 酶 、T4 DNA 聚合 酶 和 以 Tag DNA 聚合 酶 为 代表 的 耐 
热 性 DNA 聚合 酶 。 

DNA 聚合 酶 主要 用 于 :中 对 3 ' 端 隐 缩 的 DNA 进行 填补 或 未 端 标记 ;@) 合 成 cDNA 的 第 二 条 链 (人 参 
见 cDNA 文库 的 建立 );@ 利 用 缺口 平移 ,制备 DNA 探 针 ; 全 末端 终止 法 测定 DNA 序列 ;GOD)PCR (参看 
本 章 第 四 节 “ 聚 合 酶 链 式 反 应 ”)。 
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以 上 哪些 方法 不 能 
直接 用 于 向 完整 的 植物 细胞 
导入 外 源 DNA? 
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(四 ) 逆转 录 酶 
逆转 录 酶 主要 用 于 以 mRNA 为 模板 ,合成 cDNA。 基因 克隆 中 经 常 使 用 的 逆转 录 酶 来 自 两 种 逆转 
录 病 毒 一 禽类 成 血细胞 瘤 病 毒 (AMV) 和 莫 洛 尼 鼠 白血病 病毒 (MMLV)。 


三 、 宿 主 细胞 
宿主 细胞 是 接受 . 扩 增 和 表达 重组 DNA 的 场所 。 理 论 上 ,任何 活 细胞 都 可 以 作为 宿主 细胞 ,但 最 
为 常用 的 有 大 肠 杆菌 .酵母 和 哺乳 动物 的 培养 细胞 等 。 


四 、 将 重组 DNA 引入 到 宿主 细胞 的 途径 

目的 基因 序列 与 载体 连接 后 ,要 导入 细胞 中 才能 复制 . 扩 增 ,再 经 过 筛选 ,才能 获得 重组 DNA 分 
子 克 隆 。 将 重组 体 引 入 到 宿主 细胞 的 主要 方法 包括 :转化 (transformation)、 转 染 (transfection) 及 电 穿 孔 
(electroporation) 脂 质 体 介 导 和 弹道 基因 转移 。 

(一 ) 转化 

基因 克隆 中 的 转化 是 指 质粒 进入 宿主 细胞 的 过 程 。 为 了 提高 转化 效率 ,需要 采取 一 些 特殊 方法 
处 理 细 胞 ,经 处 理 后 的 细胞 更 容易 接受 外 源 DNA ,因此 被 称 为 感受 态 细胞 (competent cell)。 例 如 ,大 肠 
杆菌 经 冰冷 的 CaCl 处 理 ,其 表面 通 透 性 增加 ,就 成 为 感受 态 细 菌 。 此 时 加 入 重组 质粒 ,并 突然 由 4%C 
转 和 人 42 吕 做 短 时 间 热 休克 处 理 , 质 粒 就 能 顺利 进入 细菌 。 

(二 ) 转 染 

重组 的 叭 菌 体 DNA 可 像 质粒 DNA 一 样 进入 感受 态 细菌 ,这 种 方式 被 称 为 转 染 。 

重组 DNA 进入 哺乳 动物 细胞 也 称 为 转 染 。 常 用 的 是 DNA- 磷酸 钙 共 沉淀 法 ,其 原理 是 :DNA 在 
以 磷酸 钙 -DNA 共 沉 淀 物 形式 出 现时 ,培养 细胞 摄取 DNA 的 效率 会 显著 提高 。 

(三 ) 电 穿 孔 

用 高 压 脉冲 短暂 作用 于 细菌 也 能 显著 提高 转化 效率 ,这 种 方法 称 为 电 穿孔 。 用 电 穿 孔 法 处 理 培 
养 的 哺乳 动物 细胞 ,可 使 细胞 瞬间 出 现 可 逆 性 穿孔 ,从 而 使 DNA 导入 到 胞 内 ,但 所 用 外 加 电场 强度 和 
电 脉 冲 的 长 度 等 条 件 与 处 理 细菌 有 较 大 的 差别 。 

(四 ) 脂 质 体 介 导 

近年 来 用 人 工 脂 质 体 包装 DNA ,形成 的 脂 质 体 通过 与 宿主 细胞 的 细胞 膜 融 合 , 而 将 DNA 导入 细 
胞 。 此 方法 简单 而 有 效 , 现 有 各 种 商业 化 的 脂 质 体 试剂 可 供 使 用 。 

(五 ) 弹道 基因 转移 

弹道 基因 转移 (ballistic gene transfer) 使 用 细小 的 由 DNA 包 被 的 特制 子弹 (DNA-coated projectile) 
作为 载体 ,在 基因 枪 (gene gun) 的 帮助 下 ,将 重组 DNA“ 射 人 ”到 受 体 细胞 。 


五 、 重 组 体 的 选择 和 筛选 

外 源 DNA 与 载体 正确 连接 的 效率 ,以 及 重组 体 导入 宿主 细胞 的 效率 都 不 可 能 是 百分之百 的 ,因此 ， 
最 后 培养 出 来 的 细胞 群 中 只 有 小 部 分 是 含有 外 源 DNA 的 重组 体 。 只 有 把 含有 目的 重组 体 的 宿主 细胞 
从 各 种 无 关 的 细胞 中 筛选 出 来 , 才 等 于 获得 了 目的 DNA 的 克隆 .因此 ,筛选 是 基因 克隆 不 可 缺少 的 一 步 。 

筛选 方法 一 般 可 分 为 直接 筛选 和 间接 筛选 ,前 者 根据 宿主 细胞 接受 外 源 基 因 以 后 直接 引起 表 型 
的 变化 而 进行 筛选 。 然 而 ,多 数 外 源 DNA 没有 可 利用 的 表 型 ,因而 需要 使 用 后 一 种 方法 ,来 对 重组 体 
DNA 序列 和 表达 产物 进行 分 析 。 

(一 ) 直接 筛选 

可 根据 抗生素 敏感 性 和 抗 性 变化 进行 的 筛选 (参看 本 章 第 一 节 ), 也 可 根据 营养 缺陷 型 的 恢复 以 及 
蓝 白斑 筛选 (参看 本 章 第 一 节 )。 直 接 筛 选 可 以 排除 大 量 的 非 目 的 重组 体 ,但 这 还 只 是 粗 筛 。 例 如 ,细菌 


可 能 发 生变 异 而 引起 抗 药性 的 改变 ,并 不 代表 外 源 序列 的 插入 ,因此 仍 需要 做 进一步 细致 的 筛选 。 

(二 ) 间接 筛选 

(1) 核酸 杂交 法 “利用 标记 的 核酸 做 探 针 ,与 转化 细胞 的 DNA 或 RNA 进行 杂交 ,可 以 直接 筛选 
和 鉴定 目的 序列 克隆 。 其 中 以 DNA 为 杂交 对 象 的 杂交 法 称 为 Southern 杂交 或 Southern 印迹 ,以 RNA 
为 杂交 对 象 的 方法 称 为 Northern 杂交 或 Northern 印迹 。 核 酸 探 针 可 以 用 放射 性 同位 素 标记 ,也 可 以 
用 非 放射 性 物质 标记 ,前 者 用 放射 自 显影 显示 阳性 克隆 ,后 者 借助 于 特殊 的 显 色 反应 显示 阳性 克隆 。 

(2) PCR 法 ”PCR 技术 的 出 现 给 克隆 的 筛选 增加 了 一 个 新 手段 。 如 果 已 知 目 的 序列 的 长 度 和 两 
端的 序列 ,就 可 以 设计 合成 一 对 引物 ,以 转化 细胞 所 得 的 DNA 为 模板 进行 扩 增 , 若 能 得 到 预期 长 度 的 
PCR 产物 , 则 该 转化 细胞 就 可 能 含有 目的 序列 。 

(3) 免疫 化 学 法 “利用 特定 抗体 与 目的 基因 表达 产物 特异 性 结合 的 性 质 进 行 筛选 。 此 法 不 是 直 
接 筛 选 目的 基因 ,而 是 通过 与 基因 表达 产物 的 反应 ,指示 含有 目的 基因 的 转化 细胞 的 存在 。 

(4) 受 体 / 配 体 的 结合 性 质 ” 此 方法 也 不 是 直接 筛选 目的 基因 ,而 是 利用 标记 的 配 体 或 受 体 ,与 目 
的 基因 表达 出 来 的 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 来 进行 筛选 。 例 如 ,利用 过 渡 态 类 似 物 来 筛选 目的 基因 为 
酶 的 阳性 克隆 。 

(5) Southwestern/Northwestern 印迹 法 ”这 种 方法 专门 用 来 筛选 含有 核酸 结合 蛋白 基因 的 克隆 ,其 
中 以 得 到 DNA 结合 蛋白 基因 为 目的 的 筛选 方法 称 为 Southwestern 印迹 ,而 以 得 到 RNA 结合 蛋白 基因 
为 目的 的 筛选 方法 称 为 Northwestern 印迹 。 此 方法 以 标记 的 具有 特定 序列 的 双 链 守 聚 核 苷 酸 作为 “ 诱 
饵 ”, 筛 选 含有 能 够 与 此 序列 结合 的 蛋白 质 基 因 的 克隆 。 

(6) DNA 限制 性 内 切 酶 图 谱 分 析 法 “外 源 DNA 插入 载体 会 使 载体 DNA 限制 性 酶 酶 切 图 谱 发 生 
变化 ,如 果 出 现 新 的 RE 切 点 ,就 将 转化 细胞 内 的 载体 DNA 抽取 后 酶 切 ,进行 电泳 ,然后 观察 其 酶 切 图 
谱 并 与 预期 的 酶 切 图 谱 相 比较 ,从 而 判断 转化 细胞 是 否 含有 目的 基因 。 

(7) DNA 序列 分 析 法 ”通过 上 述 方法 筛选 得 到 的 阳性 克隆 ,都 需要 使 用 碱 基 序列 测定 来 做 最 后 的 
鉴定 。 已 知 序列 的 基因 克隆 要 经 序列 分 析 确 认 所 获得 的 克隆 准确 无 误 ; 未 知 序 列 的 克隆 只 有 在 测定 
序列 后 才能 了 解 其 结构 ,推测 其 功能 ,以 做 进一步 的 研究 。 


第 二 节 ”基因 克隆 的 详细 步骤 


一 般 基 因 克 隆 的 基本 步骤 包括 :获得 外 源 DNA 序列 或 目的 基因 ,将 目的 基因 与 载体 相连 ,将 重组 
体 导 入 特定 的 宿主 细胞 ,筛选 与 鉴定 含有 目的 基因 序列 的 克隆 。 后 两 步 请 参见 本 章 第 二 节 。 


一 、 外 源 DNA 序列 和 目的 基因 的 获得 

无 论 是 哪 一 种 形式 的 基因 克隆 ,第 一 步 都 是 想方设法 获取 所 需要 的 外 源 DNA 序列 或 特定 的 目的 
基因 。 克 隆 目的 不 同 ,获取 外 源 DNA 或 目的 基因 的 手段 也 不 同 。 如 果 克 隆 的 目的 是 建立 某 种 基因 文库 ， 
就 需 先 从 目标 生物 细胞 中 抽取 基因 组 DNA, 再 使 用 一 定 的 方法 将 得 到 的 DNA 随机 地 切割 成 小 的 片段 
以 后 , 即 可 进入 下 一 步 ;如 果 是 建立 cDNA 文库 ,就 要 从 你 想 建立 文库 的 细胞 中 抽取 总 mRNA ,然后 通 
过 逆转 录 合 成 cDNA 后 进入 下 一 步 ;如 果 是 要 表达 一 个 已 知 的 基因 ,首先 就 需要 分 离 纯化 得 到 该 基因 。 

获取 目的 基因 的 手段 概括 起 来 有 以 下 几 种 :四 人 工 合成 ,如 果 一 种 基因 较 小 而 且 碱 基 序列 已 知 ， 
就 可 直接 使 用 DNA 合成 仪 进行 人 工 合成 。 如 果 基 因 较 长 ,就 需要 分 成 几 段 合成 ,然后 再 连接 起 来 。 
对 于 一 级 结构 已 知 的 蛋白 质 , 可 通过 遗传 密码 表 , 反 推出 其 基因 的 核 苷 酸 序列 ,然后 再 进行 人 工 合成 。 
@) 使 用 酶 切 将 目的 基因 直接 从 另 一 种 克隆 载体 中 释放 出 来 .G@@) 逆 转录 , 先 获得 某 种 多 肽 或 蛋白 质 的 
mRNA ,然后 ,通过 逆转 录 得 到 以 cDNA 形式 存在 的 基因 .OPCR( 参 看 本 章 第 四 节 “ 聚 合 酶 链 式 反应 ”)。 
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二 、 目 的 基因 与 载体 的 连接 

将 外 源 序列 或 目的 基因 插入 载体 , 主要 是 靠 DNA 连接 酶 和 其 他 工具 酶 的 配合 使 用 。 根 据 末 端的 
性 质 ,它们 的 连接 方式 主要 有 3 种 : 〇 载体 和 目的 基因 具有 相同 的 黏 端的 连接 ;2) 载 体 和 目的 基因 均 
为 平 端 ;@) 载 体 和 目的 基因 各 有 一 个 黏 端 和 一 个 平 端的 连接 。 选 择 哪 一 种 连接 方式 主要 取决 于 载体 
的 性 质 (特别 是 MCS 的 性 质 ) 和 目的 基因 的 来 源 。 

(一 ) 竺 端 连接 

黏 端 连接 是 最 有 效 的 连接 方式 。 如 果 载 体 上 的 MCS 含有 与 目的 基因 两 端 相 同 的 RE 切 点 ,就 可 
使 用 同一 种 RE 分 别 消化 载体 和 目的 基因 ,从 而 在 载体 和 目的 基因 上 产生 相同 的 黏 端 ;经 分 离 纯化 后 ， 
将 它们 按 一 定 的 比例 进行 混合 ;低温 退火 后 ,载体 和 目的 基因 被 黏 端 “ 粘 ”在 一 起 ;最 后 ,在 DNA 连接 
酶 催化 下 ,目的 基因 就 与 载体 最 终 以 共 价 键 相 连 。 

有 时 ,目的 基因 的 两 端 和 载体 的 MCS 虽然 具有 不 同 的 RE 切 点 ,但 如 果 能 找到 能 产生 相同 黏 端的 
不 同 种 RE, 同样 可 用 此 法 连接 。 例 如 ,识别 6 bp 序列 (GGATCC) 的 BamH I 和 识别 4 bp 序列 (CATC) 
的 Sau3a I 虽 然 识 别 的 序列 不 尽 相 同 ,但 是 ,切割 DNA 后 都 产生 相同 的 5' 突出 黏 端 CATC。 

如 果 找 不 到 合适 的 RE 产生 互补 的 黏 端 ,就 可 用 一 些 特殊 的 方法 引入 黏 端 。 例 如 ,可 在 目的 基因 
两 端 添加 含有 特定 RE 切 点 的 人 工 接头 序列 ,也 可 以 使 用 PCR ,借助 事先 设计 好 的 引物 ,通过 扩 增 在 目 
的 基因 两 端 引 入 含有 特定 RE 的 序列 ,然后 ,再 使 用 相应 的 RE 消化 产生 黏 端 。 

(二 ) 平 端 连接 

T4 DNA 连接 酶 可 直接 将 含有 平 端的 载体 和 含有 平 端的 目的 基因 连接 在 一 起 ,但 连接 效率 要 比 黏 
端 连接 低 得 多 ,因此 ,一 般 很 少 使 用 这 种 连接 方法 。 

(三 ) 含有 平 端 和 黏 端的 目的 基因 与 载体 之 间 的 连接 

进行 这 种 方式 的 连接 最 为 少见 ,因为 产生 上 述 未 端的 可 供 选 择 的 RE 很 少 。 但 通过 这 种 连接 , 目 
的 基因 只 能 以 一 种 方向 插入 到 载体 之 中 ,从 而 可 以 实现 定向 克隆 。 


第 三 节 ”基因 死 隆 的 应 用 


目前 ,基因 克隆 主要 应 用 在 文库 建立 .序列 分 析 、 表 达 外 源 蛋 白 、 制 备 转基因 动物 和 植物 基因 治 
疗 ` 基 因 效 除 、 基 因 世 减 和 寻找 未 知 基因 。 


一 、 文 库 的 建立 

基因 克隆 中 的 文库 是 指 克隆 到 某 种 载体 上 能 够 代表 所 有 可 能 序列 ,并 且 可 以 稳定 维持 和 使 用 的 
DNA 片段 的 集合 。 根 据 序列 的 来 源 ,文库 可 分 为 基因 组 文库 和 cDNA 文库 ,两 类 文库 的 比较 参看 表 
44-2。 


本 表 44-2 基因 组 文库 和 cDNA 文库 的 比较 


文库 类 型 基因 组 文库 cDNA 文库 

来 源 基因 组 DNA mRNA 

变化 物种 物种 ,组 织 ,不 同 的 发 育 阶段 
插 和 人 大 小 12~20 kb 0.2~6 kb 

代表 性 均等 与 表达 水 平 有 关 

类 型 只 有 一 种 两 种 (表达 型 和 非 表达 型 ) 
探 针 DNA DNA、 和 蛋白 质 或 抗体 


用 途 基因 结构 ,推断 蛋白 质 性 质 表达 的 蛋白 质 , 推 断 蛋白 质 性 质 


建立 文库 的 主要 目的 在 于 使 用 合适 的 方法 ,从 文库 中 鉴定 出 特定 的 目的 序列 ,并 进行 扩 增 分 离 ,此 
过 程 称 为 文库 筛选 ;也 可 以 在 鸟 枪 序列 分 析 (shotgun sequencing) 中 ,随机 选择 一 个 克隆 对 其 进行 鉴定 。 

一 个 好 的 文库 应 该 具备 以 下 特点 :@D 完 整 性 ,不 遗漏 任何 序列 ;@ 准 确 性 ;@ 稳 定性 ;@ 四 满足 筛选 
一 个 重组 体 所 需要 的 最 低 克隆 数目 ;@ 容 易 筛选 ,贮存 和 扩 增 ;@ 如 果 是 基因 组 文库 ,就 需要 克隆 重 
丢 , 以 便 通 过 “ 步 移 " 对 序列 进行 拼装 ,防止 或 最 大 限度 地 降低 非 临近 序列 片段 连接 在 一 起 形成 嵌 合 体 


(一 ) 基因 组 DNA 文库 

基因 组 DNA 文库 可 简称 为 基因 组 文库 , 它 
由 一 种 生物 的 基因 组 DNA 制备 而 来 。 它 覆盖 了 
一 个 基因 组 所 有 的 序列 ,这 些 序 列 应 该 是 精确 无 
误 的 。 

制备 基因 组 文库 的 基本 步骤 包 括 (图 44-9): 
@ 分 离 基因 组 DNA ,一 般 情 况 下 ,对 多 细胞 生物 
而 言 ,需要 的 基因 组 DNA 可 以 从 任何 细胞 中 抽 
取 ;@ 插 人 序列 的 制备 ,使 用 酶 法 (限制 性 内 切 酶 
完全 消化 或 部 分 消化 ) 或 物理 方法 (超声 波 处 理 或 
搅拌 剪 力 ), 将 基因 组 DNA 切 成 预期 的 片段 ;@ 根 
据 插 和 人 序列 的 大 小 ,选择 合适 的 载体 进行 克隆 。 
选择 载体 与 插入 序列 大 小 的 大 致 原则 是 :质粒 载 
体 约 10 kb;A 喉 菌 体 载 体 为 9~23 kb; 黏 粒 约 为 
40 kb;P1 叭 菌 体 载体 为 100 kh;BAC 为 100~300 kb; 
YAC 为 0.5~3 Mb。 

一 个 好 的 基因 组 文库 应 有 助 于 从 中 分 离 一 个 完整 的 基因 或 一 段 序 列 ,有 助 于 基因 组 序列 分 析 , 有 
助 于 了 解 和 确定 基因 的 组 织 和 基因 组 的 结构 以 及 疾病 与 基因 突变 之 间 的 关系 ,有 助 于 对 可 能 的 基因 
序列 启动 子 、 编 码 的 蛋白 质 和 其 他 性 质 进行 预测 和 分 析 。 

在 建立 文库 的 时 候 , 可 以 根据 一 个 单 倍 体 基 因 组 的 大 小 除 以 文库 中 插入 序列 的 平均 大 小 ,粗略 
地 估计 出 包含 一 个 完整 的 基因 组 序列 所 需要 的 独立 克隆 的 数目 。 例 如 ,一 个 以 质粒 为 载体 的 人 类 基 
因 组 文库 ,插入 序列 的 平均 长 度 为 2 kb , 单 倍 体 人 类 基因 组 大 小 为 3x 10” bp ,按照 上 面 的 方法 ,至 少 
含有 1.5 x 10' 个 独立 的 克隆 才能 够 代表 一 个 完整 的 人 基因 组 序列 ;如 果 以 A 鸣 菌 体 为 载体 ,插入 序 
列 的 平均 大 小 为 17 kb , 那 代表 一 个 完整 的 人 基因 组 序列 就 需要 1.8 x 10" 个 独立 的 克隆 ;如 果 以 BAC 
为 载体 , 插 和 人 序列 的 平均 大 小 为 200 kb, 那 代表 一 个 完整 的 人 基因 组 序列 就 需要 1.5 x 10 个 独立 的 
克隆 。 

如 果 要 更 准确 地 计算 出 包含 一 个 完整 基因 组 序列 所 需要 的 独立 克隆 数目 ,就 可 使 用 公式 :N=ln 
(1-p)in(1- 疙 。 式 中 V 表 示 在 一 个 基因 文库 中 达到 预期 概率 所 需要 的 独立 克隆 数 ;p 代表 所 需 片 段 在 
基因 文库 中 出 现 的 概率 if 代表 插 人 到 载体 中 序列 平均 大 小 占 基因 组 大 小 的 分 数 。 

以 人 基因 组 文库 为 例 , 如 果 需 要 一 个 目的 基因 在 库 中 出 现 的 概率 大 于 99% ,就 以 人 喉 菌 体 为 载体 ， 
插 人 序列 的 平均 大 小 为 17 kb, 按照 上 面 的 公式 可 计算 出 ,代表 一 个 完整 的 人 基因 组 序列 需要 8.1 x 10” 
个 独立 的 克隆 。 

如 果 要 制备 一 个 克隆 重 又 的 基因 组 文库 , 那 需 要 的 克隆 数 就 是 上 面 计算 结果 的 5 倍 。 

构建 基因 组 文库 ,再 用 分 子 杂 交 等 技术 从 库 中 钓 取 特 定 基 因 克 隆 的 方法 称 为 鸟 枪法 ,意味 着 从 含 
有 众多 的 基因 序列 克隆 群 中 去 获取 目的 基因 或 序列 。 当 基因 组 比较 小 时 ,此 法 较 易 成 功 ; 当 基 因 组 很 
大 时 ,构建 其 完整 的 基因 组 文库 就 很 难 , 再 从 庞大 的 文库 中 去 克隆 目的 基因 更 是 难 上 加 难 。 
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(二 ) cDNA 文库 

cDNA 文库 至 少 与 基因 组 文库 有 3 个 重要 的 差别 :首先 ,cDNA 文库 代表 的 是 一 种 单 细胞 生物 ,或 
者 一 种 多 细胞 生物 某 种 特定 的 细胞 或 组 织 内 表达 的 所 有 mRNA 的 序列 。 由 于 基因 组 含有 的 奢侈 基因 
呈 组 织 特异 性 表达 , 且 在 不 同 环境 条 件 、 不 同 分 化 时 期 表达 的 种 类 和 强度 也 不 尽 相同 ,因此 cDNA 文库 
具有 了 明显 的 组 织 特异 性 。 显 然 ,cDNA 文库 比 基 因 组 DNA 文库 小 得 多 ,能 够 比较 容易 地 从 中 筛选 出 阳 
性 克隆 ,并 得 到 细胞 特异 表达 的 基因 。 其 次 ,对 真 核 细 胞 来 说 ,从 基因 组 文库 中 获得 的 基因 是 带 有 内 含 
子 和 外 显 子 的 基因 组 基因 ,而 从 cDNA 文库 中 获得 的 是 已 剪接 过 去 除了 内 含 子 的 cDNA。 最 后 ,从 基 
因 组 文库 中 ,还 可 以 获得 调节 一 个 基因 表达 的 各 种 顺 式 作用 元 件 ,如 启动 子 和 增强 子 等 ,这 些 元 件 在 


cDNA 文库 通常 是 缺乏 的 。 
如 果 不 让 你 使 用 核 cDNA 的 合成 和 cDNA 文库 的 构建 参看 图 44-10, 其 基本 步骤 包括 :四 抽取 总 mRNA;@) 将 mRNA 
糖 核酸 酶 H, 但 让 你 使 用 核 四 将 体 
酸 酶 S1 你 如 何 建立 CDNA ”逆转 录 成 EDNA;G@@) 将 cDNA 导 人 到 特定 的 载体 。 
文库 ? 利用 cDNA 文库 ,可 以 进行 以 下 工作 :@ 确 定 一 个 基因 的 转录 产物 和 翻译 产物 ;@ 如 果 是 表达 文 


库 , 就 可 用 来 表达 不 同 的 蛋白 质 以 满足 各 种 需要 ;GO) 从 库 中 获得 无 内 含 子 的 基因 ,以 便 在 原核 系统 中 
进行 表达 ;@@ 体 外 合成 mRNA;@@ 合 成 探 针 ;@ 有 助 于 确定 和 预测 基因 组 序列 中 的 基因 。 
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44-10 cDNA 的 合成 和 cDNA 文库 的 构建 


(三 ) 文库 的 筛选 

无 论 是 质粒 文库 还 是 唆 菌 体 文库 ,文库 筛选 的 基本 原理 和 步骤 是 相同 的 ,主要 由 六 大 步 组 成 : 
@D 将 菌落 (质粒 文库 ) 或 唆 菌 斑 ( 叭 菌 体 文库 ) 复制 到 滤 膜 上 ;@ 用 裂解 细菌 细胞 壁 的 溶液 处 理 滤 膜 ， 
变性 DNA;@ 加 热 、 烘 干 滤 膜 ,以 使 单 链 DNA 与 滤 膜 永久 性 结合 ;@@ 将 制备 好 的 探 针 与 滤 膜 保温 ; 
@) 洗 掉 没 有 结合 的 探 针 ;@ 使 用 放射 自 显影 技术 或 其 他 检测 系统 进行 最 后 的 鉴定 。 

如 果 是 表达 文库 ,就 可 使 用 特定 的 抗体 对 表达 出 的 蛋白 质 产物 进行 检测 ,也 可 以 使 用 基因 芯片 技 
术 对 基因 产物 的 差异 表达 (differential expression) 进行 测定 ;如 果 是 非 表 达 的 基因 组 文库 ,就 可 使 用 染 


cDNA 文库 





色 体 步 移 (chromosome walking) 法 进行 确定 。 步 移 法 的 原理 是 :如 果 一 段 邻近 的 序列 已 知 ,就 可 以 以 此 
段 序列 为 起 始点 ,分 离 相 邻 的 基因 ,每 获得 一 段 新 的 序列 ,都 可 以 以 新 得 到 的 序列 为 探 针 ,进行 新 一 轮 
的 筛选 。 

探 针 的 来 源 包 括 :@ 异 源 探 针 ,如 果 目 的 基因 是 高 度 保守 的 ,就 可 以 使 用 另外 一 个 已 知 物种 的 基 
因 序 列 制备 探 针 ;CBD)cDNA 探 针 , 由 mRNA 逆转 录 而 成 ;@ 根 据 蛋 白质 的 氨基 酸 序列 ,制备 探 针 ;@ 作 人工 
合成 寡 聚 核 苷 酸 ( 短 单 链 DNA);CO)RNA 探 针 ,通过 体外 转录 系统 (SP6 或 T7) 合 成 ;@ 单 克隆 抗体 。 


二 、DNA 序列 分 析 

基因 克隆 的 另 一 个 主要 目的 是 DNA 序列 分 析 。 分 析 的 对 象 可 以 是 一 个 基因 片段 .一 个 基因 、 基 
因 表达 的 调控 序列 乃至 一 个 基因 组 。 通 过 序列 分 析 可 以 推测 出 一 个 蛋白 质 基 因 所 编码 的 氨基 酸 序列 ， 
这 有 助 于 对 一 个 蛋白 质 的 性 质 、 结 构 和 功能 进行 预测 ;序列 分 析 还 有 助 于 对 基因 和 基因 组 的 组 织 以 及 
它们 进化 过 程 的 理解 ;此 外 ,通过 序列 分 析 , 可 以 确定 控制 一 个 基因 表达 的 各 种 顺 式 元 件 以 及 导致 疾 
病 发 生 的 基因 突变 。 


三 、 表 达 外 源 蛋白 

使 克隆 的 基因 在 特定 的 宿主 细胞 中 表达 ,对 于 研究 一 个 基因 的 功能 及 其 表达 调控 的 机 理 十 分 重 
要 ,其 表达 出 的 蛋白 质 可 用 作 结 构 与 功能 的 研究 。 许 多 具有 特定 生物 活性 的 蛋白 质 或 酶 ,具有 广泛 的 
医学 或 工业 应 用 价值 ,将 相关 基因 克隆 之 后 使 之 在 特定 宿主 细胞 中 大 量 表达 ,可 满足 医学 或 工业 等 领 
域 的 应 用 需要 。 

要 使 克隆 基因 在 宿主 细胞 中 表达 ,首先 需要 将 目的 基因 亚 克 隆 到 带 有 基因 表达 所 必需 的 各 种 顺 
式 元 件 的 载体 之 中 ,这 些 载体 通称 为 表达 载体 (expression vector)。 目 的 基因 可 以 放 在 不 同 的 宿主 细胞 
中 表达 。 针 对 不 同 的 表达 系统 ,需要 构建 不 同 的 表达 载体 。 

表达 载体 可 分 为 融合 载体 (fusion vector) 和 非 融合 载体 2 类 ,前 者 在 插入 位 点 上 " 预 装 ” 了 另外 一 
个 蛋白 质 或 多 肽 的 基因 ,因此 , 插 人 的 外 源 基 因 将 会 与 它 发 生 融 合 ,表达 出 来 的 是 一 种 融合 蛋白 。 例 
如 ,ac2 融合 序列 载体 .融合 有 蛋白 A 的 pGEX 系列 (protein A series) 融 合 有 GFP 的 pGFP 系列 .融合 
有 多 聚 组 氨 酸 标签 (His-tag) 的 pCEM2T 系列 等 。 使 用 融合 载体 的 主要 好 处 是 方便 了 目的 蛋白 的 鉴定 
和 纯化 。 

理想 的 表达 系统 应 该 满足 以 下 条 件 : 中 表达 载体 具有 合适 的 MCS ,以便 使 外 源 基 因 能 插 人 到 正确 
的 表达 位 置 ,或 者 至 少 是 含有 3 个 ORF 的 系列 载体 ;@ 表 达 产 物 能 够 形成 正确 的 翻译 后 修饰 和 三 维 结 
构 ;@) 为 可 诱导 的 表达 系统 , 允许 细胞 生长 和 诱导 表达 ,防止 毒性 蛋白 质 的 积累 ;@ 引 表达 产物 易于 分 离 
和 纯化 ;@ 表 达 产 物 最 好 能 分 泌 到 胞 外 。 

大 肠 杆 菌 是 目前 应 用 最 广泛 的 蛋白 质 表达 系统 。 除 了 具备 一 般 克 隆 载体 所 具有 的 基本 要 素 以 外 ， 
在 大 肠 杆菌 中 使 用 的 表达 载体 还 应 该 注意 “和 人 乡 随 俗 ”, 使 载体 带 有 大 肠 杆菌 基因 表达 所 必需 的 各 种 
顺 式 元 件 ,包括 转录 起 始 必需 的 启动 子 和 翻译 起 始 所 必需 的 SD 序列 等 。 而 外 源 基 因 最 好 使 用 的 是 大 
肠 杆 菌 所 偏爱 的 密码 子 。 

然而 ,并 不 是 所 有 的 基因 都 适合 在 大 肠 杆 菌 或 其 他 细菌 中 表达 , 当 将 真 核 基 因 放 和 人 原核 细胞 中 表 
达 时 ,通常 面临 以 下 问题 :四 缺乏 真 核 基因 转录 后 加 工 的 功能 ,不 能 进行 mRNA 前 体 的 剪接 。 因 此 , 表 
达 基 因 一 般 不 能 直接 来 源 于 真 核 生物 基因 组 ,而 是 来 自 其 cDNA。G@) 缺 乏 真 核 生物 翻译 后 加 工 的 功能 ， 
导致 表达 产生 的 蛋白 质 , 不 能 进行 糖 基 化 、 磷 酸化 等 修饰 ,难以 形成 正确 的 二 硫 键 和 空间 构象 ,因而 产 
生 的 蛋白 质 经 常 没有 活性 或 者 活性 不 高 -@@ 表 达 的 蛋白 质 经 常 是 不 溶 的 ,会 在 细菌 内 聚集 成 包涵 体 
(inclusion body)。 

使 用 真 核 表达 系统 表达 真 核 生 物 的 蛋白 质 ,自然 比 原核 系统 优越 ,常用 的 有 酵母 .昆虫 和 哺乳 动 


全 ， 


如 果 让 你 在 大 肠 杆 
菌 细胞 中 表达 一 种 嗜 热 菌 的 
IJ 型 限制 性 内 切 酶 ,你 应 该 如 
何 表达 才能 成 功 ? 


如 何 能 让 一 种 蛋白 
质 分 泌 到 胞 外 ? 
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如 何 设计 一 个 实验 
装置 ,以 GFP 为 报告 蛋白 ,来 
检测 环境 中 唆 激素 的 含量 ? 


转基因 动物 和 植物 


基因 敲 除 


当今 我 国 最 重要 的 
模式 动物 (小 鼠 ) 敲 除 中 心 在 
哪里 ? 
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物 培养 细胞 等 表达 系统 。 真 核 表 达 载 体 至 少 具备 2 类 元 件 :@ 四 原核 生物 的 复制 起 始 区 和 能 用 在 细菌 
中 筛选 克隆 的 抗 药性 标记 基因 等 。@ 在 真 核 细胞 中 复制 和 表达 所 需要 的 元 件 , 包 括 真 核 的 复制 起 始 
区 .启动 子 .增强 子 .转录 终止 和 多 聚 A 加 尾 信号 序列 、mRNA 前 体 剪接 信号 序列 、 能 用 在 宿主 细胞 中 
筛选 的 标记 基因 以 及 供 外 源 基因 插 和 人 的 MCS 等 。 

目前 市 场 上 已 有 多 种 利用 DNA 重组 技术 生产 的 多 肽 药物 和 疫苗 销售 ,例如 ,胰岛 素 . 干 扰 素 、 红 
细胞 生成 素 (EPO) ,表皮 生长 因子 和 乙 型 肝炎 表面 抗原 (HBSAg) 疫 苗 等 。 





四 、 转 基因 动物 和 植物 

克隆 的 基因 不 仅 可 以 导入 细菌 或 培养 的 细胞 ,还 能 转 人 动 植物 体内 ,并 整合 到 基因 组 中 ,使 机 体 
所 有 的 细胞 都 带 有 特定 的 外 源 基 因 , 从 根本 上 改变 了 一 种 生物 的 遗传 特性 。 转 基因 动物 或 植物 就 是 
指 在 其 基因 组 内 稳定 地 整合 有 外 源 基 因 并 能 遗传 给 后 代 的 动物 或 植物 。 


五 、 基 因 治疗 

人 类 疾病 的 基因 治疗 (gene therapy) 是 指 将 人 的 正常 基因 或 有 治疗 作用 的 基因 通过 一 定 方式 导 人 
到 人 体 靶 细胞 ,表达 有 功能 的 蛋白 质 ,以 纠正 目的 基因 的 缺陷 或 者 发 挥 治疗 作用 ,从 而 达到 治 病 目的 
的 一 种 治疗 方法 。 

根据 治疗 的 细胞 对 象 ,基因 治疗 分 为 性 细胞 基因 治疗 (germ-line gene therapy) 和 体 细 胞 基因 治疗 
(somatic gene therapy)。 人 性 细胞 基因 治疗 是 在 患者 的 性 细胞 中 进行 操作 ,用 来 彻底 根除 并 使 其 后 代 从 此 
再 也 不 会 得 这 种 遗传 疾病 。 然 而 ,由 于 目前 的 技术 水 平 有 限 , 难 以 解决 关键 基因 的 定点 整合 问题 ,加 
之 相关 的 伦理 学 问题 ,还 不 能 进入 临床 试验 。 体 细胞 基因 治疗 系 当 今 基 因 治 疗 研究 的 主流 。 

根据 治疗 途径 ,基因 治疗 可 分 为 体内 (ia wizo) 基 因 治 疗 和 回 体 (ex vizo) 基因 治疗 。 前 一 种 途径 是 
直接 往 人 体 组 织 细胞 中 转移 基因 ,后 一 种 途径 需要 先 从 病人 体内 获得 某 种 细胞 ,进行 培养 ,在 体外 完 
成 基因 转移 后 ,将 成 功 转移 的 细胞 扩 增 培养 ,然后 重新 输入 患者 体内 。 例 如 ,1990 年 美国 NIH 的 Blase R. 
M. 使 用 回 体 基因 治疗 ,用 正常 的 腺 苷 脱 氨 酶 (4D4) 基 因 ,成 功 治愈 两 位 由 于 ADA 基因 人 缺陷 导致 SCID 
的 女孩 (一 个 四 岁 ,一 个 九 岁 )。 目 前 这 两 个 女孩 早已 经 长 大 ,一 直 过 着 正常 人 的 生活 。 

无 论 是 体内 还 是 体外 基因 转移 ,都 需要 一 种 安全 ,高 效 和 无 毒 的 载体 将 外 源 基 因 带 入 病变 细胞 ， 
从 而 进入 细胞 核 与 染色 体 DNA 整合 ,并 获得 表达 。 目前 使 用 的 载体 有 2 类 :一 类 是 由 腺 病毒 改造 而 成 ， 
主要 用 于 体内 基因 治疗 ; 另 一 类 是 由 逆转 录 病 毒 改造 而 成 ,主要 用 于 回 体 基 因 治 疗 。 


六 、 基 因 世 除 

基因 效 除 (gene knockout) 是 指 在 分 子 水 平 上 ,使 用 特定 的 手段 ,将 一 个 结构 已 知 但 功能 不 详 的 基 
因 去 除 ,或 用 其 他 顺序 相近 的 基因 取代 ,使 原 基因 功能 丧失 ,然后 从 整体 观察 实验 生物 的 表 型 变化 , 进 
而 推断 相应 基因 的 功能 。 这 与 早期 生理 学 研究 中 常用 的 切除 部 分 - 观察 整体 - 推测 功能 的 思路 相似 。 

目前 ,基因 散 除 的 应 用 领域 主要 有 :中 建立 人 类 疾病 的 转基因 动物 模型 ,为 医学 研究 提供 材料 。 
@ 改 造 动 物 基 因 型 ,鉴定 新 基因 和 /或 其 新 功能 。 


七 、 基 因 世 减 

基因 敲 减 (gene knockdown) 也 称 为 基因 抑制 ,是 一 项 降低 或 者 抑制 一 种 生物 的 某 个 或 者 某 些 基 
因 表达 的 技术 ,以 区 别传 统 的 “基因 散 除 "。 疝 减 的 手段 可 以 在 DNA 水 平 上 ,通过 对 DNA 的 修饰 来 抑 
制 基 因 的 转录 ,也 可 以 使 用 人 工 设计 的 核 酶 (主要 是 锤 头 核 酶 ), 定 向 切割 特定 的 目标 基因 转录 出 来 的 
mRNA ,或 者 在 翻译 水 平 上 ,通过 RNAi 技术 或 者 依赖 于 核糖 核酸 酶 吾 的 反 义 核酸 技术 ,来 抑制 特定 
mRNA 的 翻译 。 如 果 是 在 DNA 水 平 上 进行 基因 逆 减 ,就 可 以 将 其 与 转基因 技术 结合 起 来 ,得 到 转 基 


因 逆 减 生 物 。 

传统 的 基因 散 除 的 方法 是 让 一 个 DNA 片段 从 染色 体 完 全 剔除 ,或 者 让 一 个 基因 在 某 个 生物 体内 
完全 灭 活 , 这 等 于 是 让 这 个 生物 完全 丧失 了 原来 的 基因 。 而 与 基因 敲 除 不 同 的 是 ,基因 疝 减 保留 了 原 
来 的 基因 ,只 是 抑制 了 原来 基因 的 表达 。 但 无 论 是 基因 六 除 ,还 是 基因 散 减 ,都 会 影响 到 基因 的 表达 ， 
并 最 终 导 致 被 散 除 的 或 者 台 减 的 生物 在 表 型 上 发 生 改变 , 借 此 可 以 用 来 研究 一 个 基因 的 功能 。 

现在 用 得 最 多 的 是 基于 RNAi 建立 起 来 的 基因 散 减 。 这 种 裔 减 策略 的 一 个 优势 就 是 它 几 乎 适用 
于 所 有 动 植物 。 现 在 经 过 改进 的 基于 RNAi 的 敲 减 策略 ,可 使 特异 组 织 中 的 基因 表达 沉默 ,而 且 可 以 
设计 特定 的 RNAi, 在 生物 的 发 育 期 或 成 年 期 的 任何 时 间 打 开 或 关闭 。 


八 、 寻 找 未 知 基因 

基因 克隆 不 仅 可 以 使 人 类 对 已 知 的 基因 进行 各 式 各 样 的 研究 ,还 为 我 们 寻找 和 鉴定 新 基因 提供 了 
一 种 十 分 有 效 的 途径 。 寻 找 新 基因 的 途径 可 以 从 基因 的 终 产 物 着 手 , 也 可 以 直接 在 核酸 水 平 上 进行 。 

(一 ) 从 基因 的 终 产物 开始 鉴定 新 基因 

以 一 个 未 知 的 蛋白 质 基 因为 例 , 如 果 先 分 离 、 纯 化 到 这 种 新 的 蛋白 质 或 者 它 的 降解 片段 ,就 可 确 
定 它 的 部 分 氨基 酸 序列 ,然后 根据 遗传 密码 子 表 , 反 推出 编码 它 的 核 苷 酸 序列 并 进行 人 工 合成 ,作为 
探 针 从 cDNA 文库 或 基因 库 中 挑 出 原始 的 基因 。 

(二 ) 从 核酸 水 平 上 寻找 新 基因 

随 着 基因 组 学 的 兴起 和 发 展 , 人 们 得 到 各 种 生物 基因 组 的 全 部 序列 和 部 分 序列 ,从 这 些 已 知 DNA 
序列 中 得 到 新 基因 成 为 研究 人 员 的 一 大 目标 。 但 是 ,由 于 基因 结构 的 复杂 性 和 多 样 性 ,很 难 建立 通用 
的 捷径 或 法 则 来 鉴别 新 基因 ,总 结 起 来 主要 有 9 种 方法 。 


框 44-1 生化 新 突破 一 一 人 造 生命 的 诞生 

2010 年 5 月 20 日 ,美国 科学 家 Craig Venter 向 世人 宣布 ,由 他 领导 的 研究 小 组 历时 十 余年 ,耗资 超 
过 4 000 万 美元 ,获得 世界 首 例 人 造 生命 一 完全 由 人 造 基因 组 控制 的 支原体 ,并 将 它 命名 为 “ 辛 西 娅 ” 
〈《Synthia)。 这 项 具有 里 程 碑 意 义 的 实验 表明 ,新 的 生命 体 可 以 在 实验 室 里 “被 创造 ” ,而 不 一 定 要 通过 自然 
进化 的 方式 来 完成 。 

他 们 获得 人 造 生命 的 基本 过 程 是 (图 44-11): 首 先 ,在 体外 人 工 合成 一 种 名 为 草 状 支原体 基因 组 
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44-11 Venter 及 其 进行 的 人 造 生命 的 流程 








在 图 44-11 所 示 
的 人 造 生命 的 流程 中 ,有 一 步 
是 将 人 造 的 基因 组 DNA 在 
体外 进行 甲 基 化 ,这 一 步 的 用 
途 是 什么 ?Q 如 果 是 人 造 酵 母 ， 
还 需要 这 一 步 反 应 吗 ? 


为 什么 在 根据 氨基 
酸 序 列 设计 核酸 探 针 序 列 的 
时 候 ,一般 集 中 在 富 含 Met 
和 Trp 的 区 域 , 而 忽略 富 含 
Leu 和 Arg 的 区 域 ? 


从 核酸 水 平 上 寻找 
新 基因 
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44-12 ”显微镜 下 的 Synthia 


PCR 最 后 一 步 是 
10~30 min 专门 的 延伸 反应 ， 
其 目的 是 什么 ? 


各 种 PCR 技术 的 
原理 及 其 运用 
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DNA; 然 后 ,将 人 造 基 因 组 移植 到 山羊 支原体 中 。 通 过 生长 和 分 裂 , 受 体 支原体 将 一 分 为 二 ,产生 2 个 细胞 ， 
一 个 带 有 人 造 的 基因 组 DNA, 另 一 个 带 有 和 天然 的 基因 组 DNA; 通 过 培养 四 中 的 抗生素 ,将 带 有 天 然 基因 
组 DNRA 的 细胞 杀 死 ,只 留 下 人 造 的 支原体 细胞 不 断 增 殖 , 于 是 新 的 生命 便 诞 生 了 (图 44-12)。 

Vsenter 还 事先 在 人 造 基因 组 DNA 上 写 人 了 4 个 独特 的 “水 印 序列 ” ,使 其 有 别 于 同类 的 天 然 支 原 
体 ,以 及 能 在 这 种 生物 的 后 代 中 识别 它 的 ”祖先 "。 

面 对 实 验 的 成 功 ,Venter 曾 情不自禁 地 说 ,“ 当 带 着 水 印 的 细胞 活 了 过 来 ,我 们 欣喜 若 狂 , 它 是 一 个 活 
生生 的 生物 了 ,成 为 了 我 们 地 球 上 各 种 生命 的 一 部 分 。 

虽然 这 种 技术 目前 仍 处 于 实验 阶段 ,但 研究 人 员 相 信 其 运用 前 景 广阔 。 辛 西 娅 的 基因 组 中 仅 包含 了 
约 850 个 基因 ,这 些 基 因 都 是 维持 一 个 独立 的 生命 存在 所 必需 的 。 在 此 基础 上 ,Venter 打算 将 来 可 以 通过 
向 其 添加 其 他 基因 ,制造 一 系列 新 的 微生物 ,让 它们 可 生产 生物 燃料 ` 有 用 的 药品 ,可 以 从 空气 中 吸收 二 氧 
化 碳 和 其 他 污染 物 ,或 者 制造 合成 疫苗 所 需 的 蛋白 质 。 








第 四 节 ”聚合 酶 链 式 反应 


聚合 酶 链 式 反 应 (polymerase chain reaction ,PCR) 是 一 种 在 体外 特异 性 扩 增 特定 DNA 序列 或 片段 
的 方法 ,由 美国 科学 家 Kary Mullis 于 1984 年 发 明 。 

PCR 的 原理 并 不 复杂 :理论 上 ,DNA 分 子 数 目 经 复制 呈 指 数 增长 ,如 果 提 供 足 够 的 引物 和 dNTP,1 
分 子 DNA 复制 次 后 ,就 可 产生 2 个 DNA 分 子 。 但 与 体内 DNA 复制 不 一 样 的 是 :PCR 的 解 链 反应 
使 用 的 是 热 变性 ,而 不 是 解 链 酶 ;PCR 使 用 的 引物 是 人 工 合成 朝 聚 DNA, 而 不 是 体内 由 引发 酶 合成 的 
RNA; 为 了 增加 DNA 聚合 酶 的 稳定 性 ,PCR 使 用 的 是 耐 热 的 DNA 聚合 酶 。 

整个 PCR 反应 由 多 个 循环 组 成 (循环 次 数 为 30 ~40 次 ), 每 循环 一 次 ,DNA 复制 一 次 。 每 一 个 循 
环 由 3 步 反 应 组 成 (图 44-13):J DNA 变性 一 一 采取 热 变性 ,使 模板 DNA 在 95% 左 右 的 高 温 下 解 链 ; 
@) 退 火 一 一 降低 温度 (通常 在 S0~65% ), 使 引物 与 模板 DNA 配对 ;G) 延 伸 反 应 一 一 在 DNA 聚合 酶 催 
化 下 ,在 引物 的 3 端 合成 DNA ,温度 通常 在 72% 左 右 。 在 循环 结束 以 后 ,一般 还 有 一 步 专门 的 延伸 反 

应 ,持续 10~30 min。 最 后 得 到 的 PCR 产物 可 以 通过 常规 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 进 行 鉴定 分 析 。 

一 个 标准 的 PCR 系统 包括 :DNA 模板 、. 耐 热 的 DNA 聚合 酶 .一 对 脱氧 宾 核 苷 酸 引 物 .4 种 dNTP、 
合适 的 Mg” 和 一 定 体积 的 缓冲 液 等 。 人 工 合成 引物 的 序列 设计 是 PCR 成 功 的 关键 , 现 有 专门 的 软件 
(如 Primer Premier 5.0) 可 以 辅助 设计 合适 的 引物 。 

PCR 自 诞 生 以 后 ,就 引起 了 人 们 的 高 度 关 注 。 如 今 ,该 技术 已 渗透 到 生命 科学 几乎 每 一 个 领域 ， 
并 进行 了 各 种 形式 的 扩展 ,改进 和 优化 ,用 途 也 越 来 越 广 。 综 合 起 来 ,PCR 主要 应 用 在 以 下 几 个 方面 : 
中 基 因 或 基因 片段 的 克隆 和 鉴定 ;@ 基 因 诊 断 ;@@ 亲 子 鉴定 (paternity testing); 四 定点 突变 (参看 本 章 
第 五 节 "“ 和 蛋白 质 工程 ”);@ 基 因 表 达 差 异 定量 ;@ 确 定 未 知 基 因 表 达 变 化 ;GO 法 医 鉴 定 ;@) 古 代 DNA 
的 分 析 ; 9) 循环 测序 (eyecle sequencing)。 上 述 各 项 应 用 的 原理 和 具体 步骤 可 以 在 许多 PCR 手册 上 
查 到 。 

必须 指出 ,由 于 PCR 的 高 度 敏感 性 ,在 进行 相关 的 实验 时 ,需要 严防 样品 发 生 污染 ,此 外 ,最 好 同 
时 做 阴性 对 照 反 应 。 
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44-13 ”聚合 酶 链 式 反应 的 基本 过 程 


第 五 节 和 蛋白质 工程 


和 蛋白质 工程 (protein engineering) 又 称 为 第 二 代 基 因 工 程 ,是 使 用 遗传 学 和 化 学 手段 ,从 改变 或 合 
成 基因 入 手 ,改善 一 种 蛋白 质 的 结构 与 功能 ,从 而 产生 具有 特殊 功能 ,符合 人 们 意愿 性 质 的 新 产物 的 
一 项 技术 。 

蛋白 质 工程 一 般 有 4 个 目的 :OD 改 变 或 改良 催化 性 质 。@) 改 变 结构 性 质 。@@ 创 造 新 系统 ,包括 合 
成 融合 蛋白 或 多 功能 蛋白 ` 添 加 有 利于 纯化 的 标签 或 增强 药 用 蛋白 的 药 效 等 。@ 图 蛋白 质 的 定向 进化 
(directed evolution), 在 不 需要 事先 了 解 蛋白 质 的 三 维 结构 和 作用 机 制 的 情况 下 ,直接 在 体外 模拟 自然 
进化 的 过 程 ( 随 机 突变 、 重 组 和 选择 ), 使 基因 发 生 大 量变 异 , 并 定向 选择 出 所 需 性 质 或 功能 的 蛋白 质 ， 
在 较 短 时 间 内 完成 漫长 的 自然 进化 过 程 。 

改造 蛋白 质 的 主要 手段 是 体外 突变 (in wiiro mutagenesis)。 突 变 又 分 为 非特 异性 的 随机 突变 和 特 
异性 的 定点 突变 ,只 有 特异 性 的 定点 突变 才 是 按照 人 们 的 事先 设计 进行 的 ,具有 明确 的 目的 ,因此 成 
为 蛋白 质 工 程 的 主要 手段 。 

(一 ) 随机 突变 

随机 突变 可 以 通过 合成 带 有 随机 取代 的 寡 核 苷 酸 片 段 ,进行 朝 核 背 酸 引导 的 突变 (参考 本 节 “ 老 
核 苷 酸 引 导 的 定点 突变 ”)- 也 可 以 使 用 化 学 诱 变 剂 直接 作用 DNA ,制作 突变 序列 文库 ,然后 进行 筛选 。 
但 使 用 最 方便 的 还 是 PCR 突变 。 

PCR 突变 可 以 是 随机 的 ,也 可 以 是 定向 的 。 若 是 随机 突变 ,可 以 在 特定 的 条 件 下 进行 易 错 的 PCR 
(error-prone PCR)。 例 如 ,在 扩 增 体系 中 用 Mn” 取代 Mg ,因为 在 DNA 复制 的 时 候 ,使 用 Mn* 代替 
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Mg ,可 提高 错 配 的 机 会 。 或 者 在 反应 体系 中 ,故意 降低 任意 一 种 dNTP 的 浓度 ,也 可 以 使 用 缺乏 校对 
活性 的 DNA 聚合 酶 在 高 Mg 下 进行 扩 增 。 以 GFP 的 改造 为 例 , 如 果 想 将 其 改造 成 发 其 他 颜色 荧光 
的 XFP ,就 将 含有 野生 型 ge 如 基因 的 载体 DNA 在 缺乏 一 种 dNTP 的 条 件 下 ,进行 PCR ,并 进行 克隆 、 转 
化 和 表达 。 最 后 在 紫外 线 照 射 下 ,直接 挑 出 能 发 其 他 颜色 荧光 的 菌落 ,该 菌落 很 可 能 含有 XFP。 
除了 易 错 的 PCR 以 外 ,还 有 一 种 叫 基因 混 排 (gene ee 














shutning) 或 DNA 混 排 (DNA shufing) 的 方法 。 基因 ”SEE 了 一; 

混 排 也 叫 基因 改组 ,实际 上 是 一 种 体外 同 源 重组 技术 | 只 

(图 44-14)。 具 体操 作 是 将 来 源 不 同 但 功能 相同 的 一 WE 

组 同 源 基因 (来 源 于 不 同 物种 的 同 源 基 因 或 含有 不 同 一 
突变 的 基因 ), 用 DNA 酶 工 消化 成 随机 片段 ,由 这 些 随 LE 随机 突变 


机 片段 组 成 一 个 文库 ,使 之 互 为 引物 和 模板 进行 PR 
扩 增 , 当 一 个 基因 拷贝 片段 作为 另 一 基因 拷贝 的 引物 二 一 ”二 一 
时 ,引起 模板 互 换 ,重组 从 而 发 生 , 导 入 体内 后 ,选择 ER 
正 突变 体 作为 新 一 轮 的 体外 重组 。 

(二 ) 定点 突变 

定点 突变 (site-directed mutagenesis) 是 通过 定向 改变 一 个 蛋白 质 基因 的 碱 基 序列 而 改变 多 肽 
链 上 一 个 或 几 个 氨基 酸 的 序列 。 与 天 然 突变 一 样 , 定 点 突变 也 分 为 取代 .缺失 和 插入 3 种 形式 。 目 
前 已 有 多 种 方法 被 用 来 进行 定点 突变 ,最 早 使 用 的 是 赛 核 昔 酸 引导 的 突变 (ligonucleotide_direeted 
mutagenesis), 而 现在 多 使 用 PCR 突变 。 寡 核 背 酸 引导 的 突变 是 在 DNA 复制 所 需要 的 赛 核 音 酸 引 物 中 
引入 突变 ,再 通过 DNA 体外 和 体内 复制 将 突变 固定 下 来 ;PCR 突变 也 在 引物 设计 的 时 候 直接 引入 突 
变 ,但 完全 通过 体外 扩 增 将 突变 固定 到 一 个 完整 的 基因 之 中 (图 4_15). 

无 论 是 随机 突变 ,还 是 定点 突变 ,最 后 都 面临 一 个 第 选 的 问题 。 如 何 提高 第 选 的 效率 ,以 在 较 短 
的 时 间 内 获得 想 要 的 变 体 , 这 对 于 蛋白 质 工程 的 成 败 至 关 重 要 。 现 在 有 2 种 非常 有 用 的 筛选 方法 ,~- 
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44-15 “PCR 突变 的 基本 流程 
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核糖 体 展示 是 一 种 利用 蛋白 质 与 特定 配 
体 特异 性 结合 而 在 体外 直接 进行 筛选 的 技术 。 
Eee 人 它 将 正确 折 稚 的 蛋白 质 及 其 mRNA 模板 同时 
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能 大 双环 的 问 司 字 区 结合 在 核糖 体 上 ,形成 mRNA- 核糖 体 - 蛋白 
本 的 可 时 序 玖 质 三 元 复合 物 , 从 中 筛选 出 目标 蛋白 和 编码 
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它 的 基因 序列 ,并 可 用 于 各 种 蛋白 质 的 体外 


2 we 改造 等 。 


vv 核糖 体 展 示 技 术 的 基本 原理 和 步骤 包括 
已 SA 一 mRNA 

(图 44-16): 四 模板 的 构建 。 模 板 的 构建 需要 

[ms 体外 翻译 将 目标 DNA 序列 (突变 的 或 没有 突变 的 ) 插 

入 到 一 种 受 T7/SP6 RNA 聚合 酶 驱动 的 体外 

^ 人 二 ^ 币 转录 载体 之 中 。 在 构建 这 种 载体 的 时 候 , 需 要 

AN ~_ Wi 3/ 忆 将 目标 DNA 的 4 端 与 一 段 能 形成 葵 环 结构 的 


mRNA- 核糖 体 - 多 肽 复合 物 “前导 序 列 融合 在 一 起 ,以 提高 将 来 转录 物 的 稳 
定性 。 而 在 3' 端 与 一 段 无 终止 密码 子 的 间隔 
序列 融合 在 一 起 ,使 转录 物 缺乏 终止 密码 子 。 
@ 体 外 转录 和 翻译 。 在 模板 构建 好 以 后 ， 先进 行 体外 转录 ， 再 使 用 无 细胞 翻译 系统 进行 体外 翻译 。 由 
于 转录 物 缺乏 终止 密码 子 , 故 在 进行 体外 翻译 的 时 候 无 法 终止 。 因 而 翻译 到 最 后 , 肽 酰 RNA 仍然 与 
间隔 序列 结合 ,而 由 原来 的 基因 序列 翻译 出 来 的 蛋白 质 突 出 在 核糖 体 之 外 并 进行 折 笃 ,由 此 形成 一 种 
由 mRNA 核糖 体 和 蛋白 质 组 成 的 三 元 复合 物 。@@ 亲 和 筛选 。 根 据 突变 的 蛋白 质 与 特殊 配 体 特异 性 
结合 的 性 质 ,使 用 亲 和 层 析 将 核糖 体 上 还 没有 释放 出 来 的 蛋白 质 , 与 结合 在 特殊 树脂 表面 的 配 体 或 包 
被 有 特殊 配 体 的 磁 珠 保温 结合 ,来 筛选 目标 蛋白 。 为 了 稳定 形成 的 mRNA- 核糖 体 - 蛋白 质 复合 物 ， 
可 将 温度 降低 并 加 入 Mg”*。 随 后 可 使 用 高 盐 溶 液 或 EDTA 或 游离 的 配 体 进 行 洗 脱 。@ 逆 转录 PCR。 
mRNA 在 洗 脱 的 时 候 将 得 以 释放 ,随后 可 以 作为 模板 ,进行 道 转录 PCR ,并 进行 下 一 轮 突 变 、 转 录 、 翻 
译 和 筛选 ,以 得 到 更 好 的 突变 体 。 


四 4- 16 核糖 体 展示 


第 六 节 ”研究 核酸 与 蛋白 质 相互 作用 的 主要 方法 和 技术 


分 子 生物 学 的 核心 内 容 之 一 是 研究 核酸 与 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 。 用 来 研究 这 两 大 生物 分 子 相 
互 作用 的 主要 方法 和 技术 有 :电泳 泳 动 变化 分 析 、.DNA 亲 和 层 析 、.DNA 酶 I - 足 印 分 析 (参看 第 三 十 六 
章 “DNA 转录 ”) 和 染色 质 免疫 沉淀 技术 (chromatin immunoprecipitation ,ChIP)。 

ChIP 是 研究 体内 蛋白 质 与 DNA 相互 作用 的 有 力 工具 ,利用 该 技术 不 仅 可 以 检测 细胞 内 各 种 反 式 
作用 因子 与 DNA 分 子 上 各 种 顺 式 作用 元 件 之 间 的 动态 作用 ,还 可 以 用 来 研究 组 蛋白 的 各 种 共 价 修饰 
以 及 转录 因子 与 基因 表达 的 关系 。 

ChIP ev -DNA 复合 物 ,并 通过 超声 或 酶 处 理 , 将 染色 质 随 
机 切 成 一 定 长 度 范围 内 的 小 片段 。 然 后 通过 抗原 抗体 的 特异 性 识别 和 结合 反应 沉淀 此 复合 体 ,特异 
性 地 富 集 与 靶 蛋 白 结合 的 DNA 片段 。 最 后 通过 对 目的 片段 的 纯化 与 检测 ,获得 蛋白 质 与 DNA 相互 
作用 的 信息 。 

ChIP 操作 的 基本 步骤 是 (图 44-17): 中 用 甲醛 在 体内 将 DNA 结合 蛋白 与 DNA 交 联 ;@ 分 离 染色 

质 ,使 用 超声 法 或 者 酶 法 将 染色 质 剪 切 成 小 的 片段 ;@ 先 用 特异 性 抗体 与 DNA 结合 蛋白 结合 ,再 用 沉 
淀 法 分 离 形 成 的 复合 体 ; 轩 解 交 联 ,纯化 富 集 释放 出 来 的 DNA 片段 ;@ 用 PCR 扩 增 释放 出 来 的 DNA 
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全 ， 


(3) 超 声波 处 理 染 色 质 
或 者 酶 切 染色 质 


(4) 用 抗体 免疫 
沉淀 丢 蛋 白 





GD) 使 用 甲醛 对 样品 
进行 共 价 交 联 





(G)PCR 扩 增 ,序列 测定 
局 (G) 去 交 联 ,从 免疫 人 人 
沉淀 中 纯化 DNA 


图 44- 冯 染色 质 免 疫 沉淀 流程 示意 图 





片段 并 进行 序列 分 析 。 


第 七 节 ”研究 蛋白 质 之 间 相 互 作用 的 主要 方法 和 技术 


分 子 生 物 学 的 另 一 核心 内 容 是 研究 蛋白 质 与 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 。 用 来 研究 蛋白 质 之 间 相 互 
作用 的 主要 方法 和 技术 有 免疫 共 沉 淀 . 亲 和 层 析 ` 共 价 交 联 、 菊 光 共振 能 量 转移 (fluorescence resonance 
energy transfer,FRET)、 生 物 发 光 共 振 能 量 转移 (bioluminescence resonance energy transfer,BRET) 酵母 
双 杂 交 和 蛋白 质 芯片 技术 ( 见 本 章 第 九 节 )。 


一 、 免 疫 共 沉淀 
此 方法 的 原理 是 :如 果 蛋 白 X 与 蛋白 Y 之 间 存 在 相互 作用 , 那 当 将 蛋白 质 X 的 抗体 加 到 细胞 裂 
解 物 之 后 ,X- 抗体 复合 物 就 会 让 Y 一 并 发 生 免疫 沉淀。 


二 、 亲 和 层 析 
此 方法 的 原理 是 :如 果 和 蛋白 X 与 蛋白 立 之 间 有 相互 作用 , 那 在 将 细胞 裂解 液 流 过 固定 有 X 的 树脂 
以 后 ,Y 就 通过 与 X 之 间 的 特异 性 相互 作用 而 被 亲 和 吸 附 在 树脂 上 ,其 他 无 关 的 蛋白 质 会 直接 流出 树脂 。 


三 、 共 价 交 联 

此 方法 的 原理 是 :如 果 和 蛋白 X 与 蛋白 Y 之 间 有 相互 作用 , 那 在 细胞 或 细胞 裂解 液 中 加 入 交 联 试剂 
以 后 ,它们 之 间 就 会 形成 稳定 的 共 价 复合 物 。 然 后 ,再 使 用 免疫 沉淀 的 方法 将 它们 共同 沉淀 下 来 。 最 
后 ,将 交 联 打开 ,Y 得 以 释放 。 


四 、 荧 光 共振 能 量 转移 
此 方法 的 原理 是 :如 果 两 种 蛋白 之 间 有 相互 作用 , 那 在 将 它们 各 自 引入 激发 的 荧光 供 体 基 团 和 
荧光 受 体 基 团 以 后 ,两 个 荧光 基 团 之 间 就 会 发 生 能 量 转移 。FRET 在 两 个 荧光 基因 之 间 的 距离 小 于 


10 nm 时 就 可 以 发 生 , 这 可 以 通过 荧光 受 体 发 出 的 荧光 波长 的 变化 来 测定 。 
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五 、 生 物 发 光 共 振 能 量 转移 
此 方法 的 原理 类 似 于 FRET, 不 同 的 是 要 借助 重组 DNA 技术 将 两 种 蛋白 质 分 别 与 不 同 的 荧光 和 蛋 
白 融 合 在 一 起 ,然后 再 测定 它们 之 间 的 能 量 转移 。 


六 、 酵 母 双 杂 交 

酵母 双 杂 交 是 一 项 专门 用 来 研究 蛋白 质 与 蛋白 质 相互 作 用 的 技术 。 它 首先 由 S. Fields 和 0. K. 
Song 于 1989 年 提出 。 这 项 技术 在 验证 已 知 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 或 筛选 与 特定 靶 蛋 白 呈 特异 性 作 
用 的 候选 蛋白 的 研究 中 ,已 经 得 到 了 广泛 的 应 用 。 其 可 行 性 和 有 效 性 已 被 证 实 ,并 被 推广 到 了 诸如 信 
号 转 导 、 细 胞 周期 调控 .肿瘤 基因 表达 等 多 个 研究 领域 。 

(一 ) 酵母 双 杂 交 系 统 的 原理 

酵母 双 杂 交 系 统 技术 的 基本 原理 是 ,激活 基因 表达 的 激活 蛋白 具有 2 种 功能 不 同 的 结构 域 : 一 种 
是 与 DNA 结合 的 结合 结构 域 (BD), 另 一 种 是 激活 DNA 转录 的 激活 结构 域 ( AD)。 这 两 种 结构 域 并 不 
一 定 需要 在 同一 个 蛋白 质 分 子 上 才 起 作用 。 事 实 上 ,一 个 含有 BD 的 蛋白 质 如 果 能 够 与 另 一 个 含有 
AD 的 蛋白 质 结 合 在 一 起 ,就 可 以 激活 转录 (图 44-18)。 

在 双 杂 交 系 统 中 ,需要 表达 2 种 融合 蛋白 :一 种 是 蛋白 质 X, 用 它 作 为 “诱饵 " ,去 捕获 与 它 相 互 作用 
的 目标 蛋白 ,因此 经 常 称 为 诱饵 蛋白 (bait protein)。X 在 N 端 与 BD 融合 在 一 起 ; 另 一 种 是 潜在 的 能 够 与 
X 结合 的 候选 目标 蛋白 Y。Y 与 AD 融合 在 一 起 。 如 果 X 与 立 相 互 作用 ,形成 的 XY 复合 物 在 功能 上 
就 相当 于 一 个 完整 的 单一 激活 蛋白 ,就 能 够 驱动 一 个 容易 检测 的 报告 基因 (如 GFP 和 B- 半 乳 糖苷 酶 的 

ee 基因 ) 的 表达 。 于 是 .报告 基因 的 
表达 量 可 以 用 来 作为 测定 X 与 了 
相互 作用 的 尺度 。 

(二 ) 酵母 双 杂 交 系 统 的 建立 

双 杂 交 系 统 建立 的 基本 步 
又 与 普通 的 克隆 实验 差不多 ,可 
分 为 以 下 几 步 : 

() 选择 载体 进行 双 杂 交 
筛选 ,首先 需要 选择 合适 的 载体 ， 
目前 已 有 各 种 商业 化 的 含有 BD 
或 AD 的 载体 可 供 使 用 。 而 使 用 
最 多 的 载体 上 的 BD 或 AD 来 自 
酵母 的 CAL4 蛋白 ,也 有 一 些 载 
体 上 的 BD 来 自 大 肠 杆菌 的 LexA 
蛋白 ,AD 来 自 单纯 疱疹 病毒 的 激 
活 蛋 白 VP16。 无 论 是 BD 载体 ， 
还 是 AD 载体 ,它们 都 含有 合成 
特定 营养 成 分 (通常 是 氨基 酸 ) 所 











目标 蛋 且 wwse 需要 的 某 一 种 酶 的 基因 ,以 提供 
GAL4(AD) 国 CT 选择 性 标记 (图 44-19)。 
导 | 汶 建 融合 将 “ 
本 sr | CC) 构建 融合 基因 将"* 诱 
启动 子 1acZ 饵 ” 蛋白 X 的 基因 和 目标 蛋白 


44-19 基于 GAL4 的 BD 和 AD 构建 的 双 杂 交 系 统 


(图 中 的 24 ori 代表 酵母 的 2um 质粒 复制 起 始 区 ) 


Y 的 基因 分 别 插入 到 BD 载体 和 
AD 载体 之 中 ,以 形成 BD-X 和 
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人 梧 


你 如 何 利用 酵母 双 
杂交 技术 , 筛选 能 够 加 强 或 
减弱 细胞 内 两 种 蛋白 质 相 互 
作用 的 药物 ? 
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AD-Y 融合 基因 。 

(3) 转 染 ”使 用 特定 的 手段 将 重组 后 的 BD-X 载体 和 AD-Y 载体 转 染 到 特定 的 营养 缺陷 型 酵母 宿 
主 细胞 。 

(4) 筛选 ”利用 双 营 养 缺陷 型 的 恢复 筛选 出 同时 含有 BD 载体 和 AD 载体 的 细胞 。 

(5) 活性 检测 ”一旦 BD-X 载体 和 AD-Y 载体 进入 宿主 细胞 ,如 果 X 和 蛋白 和 Y 和 蛋白 发 生 相 互 作用 ， 
宿主 细胞 内 的 报告 基因 就 可 能 被 驱动 表达 。 使 用 GAL4 系统 的 报告 基因 通常 是 lucZ ,一 旦 它 被 驱动 表 
达 , 则 细胞 在 含有 X-gal 的 培养 基 上 显 色 为 蓝 色 。 


第 八 节 SEELEX 技术 


SELEX 是 指 指数 富 集 式 配 体系 统 进 化 (systematic evolution of ligands by exponential enrichment， 
SELEX)。 它 是 一 项 将 寡 核 苷 酸 扩 增 和 体外 筛选 结合 在 一 起 的 技术 ,已 被 广泛 用 于 分 离 能 与 靶 蛋 白 或 
小 分 子 高 亲和力 结合 的 RNA 和 DNA 分 子 。 筛 选 到 的 寡 核 苷 酸 序列 称 为 适 体 。 能 与 靶 蛋 白 分 子 作 用 
的 适 体 可 用 硝酸 纤维 素 滤 膜 捕 获 , 或 者 以 初始 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 分 离 ,能 与 小 分 子 结合 的 适 体 则 可 用 亲 
和 层 析 分 离 。 该 技术 不 仅 可 用 于 研制 核酸 药物 ,还 可 用 于 研制 新 的 核 酶 。 例 如 ,利用 SELEX 技术 筛选 
获得 的 针对 血管 内 皮 生 长 因子 (VEGF) 的 一 种 RNA 适 体 ,经 过 美国 Eyetech 和 Pifzer 制药 公司 15 年 的 
研制 ,已 经 于 2004 年 2 月 获得 美国 FDA 批准 上 市 ,用 于 治疗 老年 性 视网膜 黄斑 营养 不 良 。 

SELEX 筛选 过 程 是 应 用 大 容量 的 随机 寡 核 苷 酸 文库 ,结合 PCR 进行 体外 扩 增 ,以 指数 级 富 集 与 特定 靶 
分 子 特异 结合 的 寡 核 童 酸 ,经 过 数 轮 反 复 的 体外 筛选 . 扩 增 ,最 终 获得 与 靶 分 子 特异 结合 的 寡 核 苷 酸 适 体 。 
松下 文 谭 由 组 训 人 昌 千 成 清二 于 要 者 训 庆 文 座 ， RN 
DNA 文库 和 含有 修饰 核 昔 酸 的 文库 。 文 库 中 由 中 间 。 了 有 可 作 
为 一 定 长 度 的 随机 序列 和 了 端 .3' 端 的 固定 序列 构 
成 。 两 端 固定 序列 长 度 一 般 为 20-25 nt, 其 作用 是 
增加 文库 的 稳定 性 和 为 PCR 扩 增 准备 。 随 机 区 的 
每 一 个 核 苷 酸 位 置 都 存在 4 种 可 能 性 ,如 果 随 机 序 
列 长 度 为 N, 随 机 序列 的 多 样 性 就 有 4” 种 , 即 文库 
的 库容 量 为 4。 典型 的 文库 至 少 有 10 "~10" 种 独 
立 序 列 , 其 随机 区 域 长 度 为 30nt 左右 。 

筛选 流程 是 将 文库 和 靶 分 子 在 一 定 温度 下 ( 通 
常 为 37% ) 保温 。 在 最 初 几 个 循环 中 ,只 有 少数 
(0.195~0.5%) 的 序列 与 靶 分 子 作 用 ,这 些 序列 通过 末 
和 层 析 、 纤 维 膜 过 滤 等 分 离 手段 将 结合 复合 物 与 未 
结合 的 序列 分 开 。 分 离 得 到 的 序列 再 通过 PCR 扩 
增产 生 次 级 文库 ,用 于 下 一 轮 筛 选 ,由 此 进入 一 个 
反复 筛选 富 集 的 过 程 。 对 于 RNA 文库 , 扩 增 步骤 
还 包括 :RNA 序列 的 反 转 录 以 得 到 双 链 DNA 文库 ， 
再 转录 生成 次 级 RNA 文库 。 经 过 数 轮 的 筛选 富 集 ， 
如 果 分 离 得 到 的 随机 序列 与 靶 物 质 亲 和 力 不 再 提 
高 ,就 可 对 筛选 获得 的 寡 核 昔 酸 适 配 子 进行 克隆 、 
测序 .生物 活性 及 分 子 识别 等 功能 研究 。 44-20 SELEX 技术 筛选 ATP 结合 RNA 流程 (Nelson 

以 制备 结合 ATP 的 RNA 适 体 为 例 ( 图 44-20): 等 '2008) 





首先 合成 大 约 有 10 种 随机 序列 的 RNA 多 聚 物 混合 物 ; 然 后 将 混合 物 通过 结合 有 ATP 的 树脂 进行 选 
择 , 技 弃 直 接 流出 树脂 的 RNA; 对 与 树脂 结合 的 RNA 进行 洗 脱 和 收集 ;收集 的 RNA 通过 反 转 录 PCR， 
扩 增 得 到 cDNA; 将 cDNA 再 转录 大 量 的 RNA; 将 得 到 的 RNA 再 进行 下 一 轮 选择 和 富 集 ,这 可 进行 多 
次 循环 ,直至 得 到 少数 能 够 与 ATP 紧密 结合 的 适 体 分 子 。 


第 九 节 ”生物 必 片 技术 


生物 芯片 是 指 包 被 在 硅 片 .尼龙 膜 等 固 相 支持 物 上 的 高 密度 的 核酸 、 蛋 白质、 糖 类 、 细 胞 组织 或 
其 他 生物 组 分 的 微 阵列 。 将 芯片 与 标记 的 样品 进行 杂交 ,通过 检测 杂交 信和 号 即 可 实现 对 生物 样品 的 
分 析 。 由 于 常用 硅 芯片 作为 固 相 支持 物 , 上 且 在 制备 过 程 运用 了 计算 机 芯片 的 制备 技术 ,因此 称 之 为 生 
物 芯片 技术 。 目 前 常见 的 生物 芯片 主要 有 基因 芯片 (gene chip)\ 蛋 白质 芯片 (protein chip) 和 组 织 芯片 。 
其 中 基因 芯片 和 和 蛋白质 世 片 应 用 相对 广泛 。 


一 、 基 因 芯 片 

基因 芯片 是 随 着 “人 类 基因 组 计划 ”和 其 他 模式 生物 基因 组 计划 的 进展 而 发 展 起 来 的 一 项 技术 ， 
也 叫 DNA 芯片 、DNA 微 阵列 (CDNA microarray) 或 碍 核 苷 酸 阵 列 (oligonucleotide array)。 它 采用 原 位 合 
成 (in siltu synthesis) 或 显 微 打 印 手段 ,将 数 以 万 计 的 DNA 探 针 固定 在 支持 物 的 表面 ,产生 二 维 DNA 探 
针 阵 列 。 然 后 ,将 其 与 标记 的 样品 分 子 进行 杂交 ,通过 检测 杂交 信和 号 的 强 弱 ,对 样品 进行 快速 ,并行 和 
高 效 的 检测 或 医学 诊断 。 基 因 芯 片 以 其 无 可 比拟 的 信息 量 高 通 量 . 快 速 和 准确 地 分 析 基 因 的 本 领 ， 
在 基因 组 功能 研究 临床 诊断 及 新 药 开 发 等 方面 显示 出 巨大 的 威力 ,已 成 为 人 类 研究 生命 和 维护 生命 
的 一 大 利器 。 

一 般 说 来 应 用 基因 芯片 分 2 步 进行 :四 生物 学 问题 的 提出 和 芯片 设计 与 制备 ;@) 样 品 制 备 ;@@ 核 
酸 杂 交 反 应 ; 亿 结 果 控 测 ;@ 数 据 处 理 和 建 模 。 

1. 基因 芯片 的 种 类 和 制备 

目前 市 场 上 基因 芯片 制备 的 方法 有 2 大 类 :一 类 是 原 位 合成 的 基因 芯片 , 另 一 类 为 直接 点 样 而 制 
成 的 基因 芯片 。 前 者 适用 于 朝 核 苷 酸 ,后 者 多 用 于 大 片段 DNA, 有 时 也 用 于 窒 核 苷 酸 , 甚 至 mRNA。 
原 位 合成 有 光 蚀 刻 法 和 喷 印 法 。 点 样 法 较 简 单 , 只 需 将 预先 制备 好 的 寡 核 苷 酸 或 cDNA 等 样品 ,通过 
自动 点 样 装置 点 于 经 特殊 处 理 的 玻璃 片 或 其 他 材料 上 即 可 。 

2. 基因 芯片 样品 的 制备 

在 竺 分析 基因 与 基因 芯片 结合 杂交 之 前 ,需要 对 样品 进行 分 离 . 扩 增 和 标记 。 采 用 的 基因 分 离 、 
扩 增 及 标记 方法 因 样 品 来 源 、 基 因 含量 及 检测 方法 和 分 析 目 的 不 同 而 不 同 。 虽 然 常 规 的 基因 分 离 . 扩 
增 及 标记 技术 仍旧 可 以 使 用 ,但 现 已 逐步 被 专门 的 高 度 集成 的 微型 样品 处 理 系 统 取 代 。 而 为 了 获得 
基因 的 杂交 信和 号 ,必须 对 目的 基因 进行 标记 。 目 前 广泛 使 用 的 标记 方法 是 荧光 标记 ,可 以 采用 的 荧光 
染料 种 类 很 多 ,一 般 能 够 满足 对 不 同 来 源 的 样品 进行 平行 分 析 的 需要 。 使 用 计算 机 控制 的 高 分 辩 荧 
光 扫 描 仪 可 获得 结合 于 基因 芯片 上 的 目的 基因 的 荧光 信号 ,通过 计算 机 处 理 即 可 给 出 目的 基因 的 结 
构 或 表达 信息 。 

3. 基因 芯片 杂交 

在 样品 制备 好 以 后 ,就 可 以 进行 下 一 步 杂 交 反 应 了 。 杂 交 条 件 的 选择 与 研究 目的 有 关 : 如 果 芯 片 
用 于 多 态 性 分 析 或 者 基因 测序 ,就 需要 将 每 个 核 苷 酸 或 突变 位 点 都 检测 出 来 。 这 时 通常 设计 出 一 套 
4 种 寡 聚 核 苷 酸 ,在 目标 序列 上 跨越 每 个 位 点 ,只 是 在 中 央 位 点 碱 基 有 所 不 同 ,根据 每 套 探 针 在 某 一 特 
点 位 点 的 杂交 严 紧 程度 , 即 可 测定 出 该 碱 基 的 种 类 。 由 于 突变 检测 要 鉴别 出 单 碱 基 错 配 , 因 此 需要 更 
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高 的 杂交 严 紧 性 和 更 短 的 时 间 。 如 果 芯 片 仅 用 于 检测 基因 表达 ,就 只 需 设 计 出 针对 基因 中 的 特定 区 域 
的 几 套 寡 聚 核 苷 酸 即 可 。 

此 外 ,杂交 反应 还 必须 考虑 反应 体系 中 的 盐 浓 度 , 探 针 的 GC 含量 和 所 带电 荷 . 探 针 与 芯片 之 间 连 
接 臂 的 长 度 及 种 类 、 待 测 基 因 的 二 级 结构 的 影响 等 因素 。 

4. 基因 芯片 检测 原理 

杂交 信和 号 的 检测 是 基因 芯片 技术 中 的 重要 组 成 部 分 。 由 于 基因 芯片 本 身 的 结构 和 性 质 的 特殊 性 ， 

需要 确定 杂交 信和 号 在 芯片 上 的 位 置 ,尤其 是 大 规模 基因 芯片 由 于 其 面积 小 .密度 大 \ 点 样 量 又 很 少 , 因 
此 杂交 信和 号 较 弱 ,需要 使 用 光电 倍增 管 或 冷却 的 电荷 偶 连 照相 机 (CCD) 或 摄像 机 等 弱 光 信和 号 探测 装 
置 。 此 外 ,大 多 数 DNA 芯片 杂交 信和 号 谱 型 除了 分 布 位 点 以 外 还 需要 确定 每 一 点 上 的 信和 号 强度 ,以 确 
定 是 完全 杂交 还 是 部 分 杂交 ,因而 探测 方法 的 灵敏 度 及 线性 响应 也 是 非常 重要 的 。 

5. 基因 芯片 的 应 用 

Gd) 基因 表达 分 析 基因 芯片 具有 高 度 的 敏感 性 和 特异 性 , 它 可 以 监测 细胞 中 几 个 至 几 千 个 
mRNA 拷贝 的 转录 情况 ,可 自动 ,快速 地 检测 出 成 千 上 万 个 基因 的 表达 情况 。 它 不 仅 可 以 检测 和 分 析 
基因 表达 时 空 特征 、 基 因 差 异 表达 ,还 可 用 来 发 现 新 基因 。 

进行 基因 表达 分 析 的 基本 步骤 包括 (图 44-21):GD RNA 的 抽取 和 分 离 。 先 得 到 总 mRNA ,然后 
使 用 寡 聚 dT 作为 引物 ,在 闭 转 录 酶 催化 下 得 到 cDNA。@) 扩 增 。 使 用 T7 RNA 聚合 酶 和 生物 素 标记 的 
UTP 和 CTP, 体 外 转录 cDNA ,得 到 大 量 的 生物 素 标记 的 互补 的 RNA(cRNA)。G3) “碎片 化 "。 将 cRNA 
保温 在 94% 的 缓冲 溶液 中 ,产生 35~200 nt 长 的 cRNA 片段 。 国 杂交 。 将 芯片 与 RNA 杂交 ,随后 洗 去 
非 杂 交 的 原料 -@ 染 色 和 洗 脱 。 使 用 链 霉 亲 和 素 - 藻 红 蛋白 对 生物 素 标 记 的 cRNA 进行 标记 ,然后 ， 
洗 去 非特 异性 结合 的 染料 。@@ 使 用 共聚 焦 激光 扫描 装置 扫描 杂交 芯片 -GO 信号 放大 。 使 用 山羊 抗体 和 
生物 素 标 记 的 抗体 与 芯片 保温 ,再 进行 染色 和 洗 脱 -@@ 再 次 扫描 芯片 ,并 对 表达 状况 进行 定量 分 析 。 


生物 素 标记 
总 RNA cDNA 的 cRNA 


一 -一 -一 AAAA 
一 -一 一 一 AAAA = 
一 一 全 一 人 人 AAAA 





图 44-2 21 使 用 基因 芯片 进行 基因 表达 分 析 的 基本 流程 


(2) 基因 型 .基因 突变 和 多 态 性 分 析 “在 同一 物种 不 同 种 群 和 个 体 之 间 , 有 着 多 种 不 同 的 基因 型 ， 
而 这 种 不 同 往往 与 个 体 的 不 同性 状 和 多 种 遗传 疾病 有 着 密切 的 关系 。 通 过 对 大 量具 有 不 同性 状 的 个 
体 的 基因 型 进行 比较 ,就 可 以 得 出 基因 与 性 状 的 关系 。 但 是 ,由 于 大 多 数 性 状 和 遗传 性 疾病 由 多 个 基 
因 同时 决定 ,因此 分 析 起 来 就 很 困难 ,然而 基因 芯片 技术 却 能 很 好 地 解决 这 一 问题 。 

(3) 基因 诊断 ”基因 芯片 可 以 对 遗传 信息 进行 快速 准确 的 分 析 , 因 此 它 在 疾病 的 分 子 诊断 中 的 优 
势 是 不 言 而 喻 的 。 从 正常 人 的 基因 组 中 分 离 出 DNA 与 DNA 芯片 杂交 就 可 以 得 出 标准 图 谱 。 从 病人 





的 基因 组 中 分 离 出 DNA 与 DNA 芯片 杂交 就 可 以 得 出 病变 图 谱 。 通 过 比较 、 分 析 这 两 种 图 谱 , 就 可 以 
得 出 病变 的 DNA 信息 。 

(4) 药物 筛选 ”基因 芯片 技术 可 用 于 大 规模 药物 筛选 ,其 通用 性 强 , 并 能 够 从 基因 水 平 解释 药物 
的 作用 机 理 , 即 可 以 利用 基因 芯片 分 析 用 药 前 后 机 体 的 不 同 组 织 .器官 基 因 表 达 的 差异 。 

(5) 大 规模 DNA 测序 ”基因 芯片 利用 固定 探 针 与 样品 进行 分 子 杂交 产生 的 杂交 图 谱 而 排列 出 待 
测 样品 的 序列 ,这 种 测定 方法 快速 ,具有 十 分 诱 人 的 前 景 。 


二 、 蛋 白质 芯片 

蛋白 质 芯 片 又 称 蛋 白质 微 阵列 ,是 指 固定 于 支持 介质 上 的 和 蛋白质 构成 的 微 阵列 , 它 是 在 生物 功能 
基因 组 学 研究 中 作为 基因 芯片 功能 的 补充 发 展 起 来 的 。 与 基因 芯片 相似 ,蛋白 质 芯片 也 是 在 一 个 基 
因 芯 片 大 小 的 载体 上 , 按 使 用 目的 的 不 同 , 点 布 相 同 或 不 同 种 类 的 和 蛋白质, 然后 再 让 其 与 荧光 标记 的 
蛋白 质 特 异性 结合 ,通过 扫描 仪 读 出 荧光 强 弱 ,最 后 由 计算 机 分 析出 样本 结果 。 理 论 上 ,和 蛋 白 质 芯片 
可 以 对 各 种 蛋白 质 、 抗 体 以 及 配 体 进 行 检测 ,可 弥补 基因 芯片 检测 的 不 足 , 它 不 仅 适 合 于 抗原 .抗体 的 
筛选 ,也 可 用 于 受 体 配 体 相互 作 用 的 研究 。 


第 十 节 ”基因 组 学 研究 概述 


基因 组 学 (genomics) 这 一 概念 最 早 由 美国 科学 家 Thomas Roderick 于 1986 年 提出 ,是 指 对 一 个 基 
因 组 内 的 所 有 基因 进行 作 图 ,并 进行 碱 基 序 列 分 析 以 及 基因 定位 和 基因 功能 分 析 的 一 门 学 科 。 它 包 
括 2 个 方面 的 内 容 : 以 全 基因 组 测序 为 目标 的 结构 基因 组 学 (structural genomics) 和 以 基因 功能 鉴定 为 
目标 的 功能 基因 组 学 (functional genomics), 后 者 又 称 为 后 基因 组 学 。 


一 、 结 构 基因 组 学 

结构 基因 组 学 代表 基因 组 分 析 的 早期 阶段 ,以 建立 生物 体高 分 辩 率 遗传 ,物理 和 转录 图 谱 为 主 ， 
通过 基因 作 图 、 碱 基 序列 分 析 来 确定 基因 组 成 和 基因 定位 。 由 于 染色 体 DNA 不 能 直接 进行 测序 , 需 
要 将 基因 组 分 解 成 为 较 易 操 作 的 小 的 结构 区 段 , 这 个 过 程 就 是 基因 作 图 。 根 据 使 用 的 标记 和 手段 的 
差别 ,基因 作 图 可 得 到 3 类 图 谱 , 即 遗传 连锁 图 谱 、 物 理 图 谱 和 转录 图 谱 。 

(一 ) 遗传 连锁 图 谱 

通过 遗传 重组 所 得 到 的 基因 线性 排列 图 为 遗传 连锁 图 。 它 是 通过 计算 连锁 的 遗传 标记 之 间 的 重 
组 频率 ,来 确定 它们 之 间 的 相对 距离 。 绘 制 遗 传 连锁 图 的 方法 有 很 多 ,早期 使 用 的 多 态 性 标记 有 : 限 
制 性 酶 切片 段 长 度 多 态 性 (RFLP)、 随 机 引物 扩 增 基因 组 DNA(RAPD)、 扩 增 片 段 长 度 多 态 性 (AFLP)、 
20 世纪 80 年 代 后 出 现 的 有 短 串 联 重复 序列 (STR)DNA 遗传 多 态 性 分 析 和 90 年 代 发 展 的 单 核 昔 酸 多 
态 性 分 析 (SNP)。 

(二 ) 物理 图 谱 

物理 图 谱 是 利用 RE 将 染色 体 DNA 切 成 片段 ,再 根据 重 春 序列 把 片段 拼接 成 完整 的 染色 体 ,还 需 
要 确定 遗传 标记 之 间 的 物理 距离 和 各 种 DNA 序列 在 染色 体 上 的 准确 定位 。 以 人 类 基因 组 物理 图 谱 
为 例 , 它 包括 2 层 含义 ,一 是 获得 分 布 于 整个 基因 组 30 000 个 序列 标志 位 点 (sequence tag site,STS); 二 
是 在 此 基础 上 构建 覆盖 每 条 染色 体 的 大 片段 。 

在 对 一 段 DNA 序列 进行 染色 体 定位 的 时 候 ,经 常 使 用 一 种 叫 荧 光 原 位 杂交 (fluorescence in situ 
hybridization,FISH) 的 技术 。 其 基本 原理 是 根据 荧光 标记 的 核酸 探 针 能 否 与 染色 体 DNA 上 的 序列 发 
生 杂 交 , 来 检测 特定 的 DNA 序列 是 否 存在 以 及 存在 的 位 置 。 其 基本 操作 流程 是 (图 44-22): 首 先 将 染 
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色 体 固定 到 载 玻 片 上 ,然后 使 用 荧光 标 
记 的 核酸 或 半 抗 原 或 生物 素 标记 的 核酸 mm 
作为 探 针 , 在 进行 变性 处 理 以 后 ,直接 与 用 六 抗原 
已 变性 的 染色 体 上 的 同 源 互补 的 序列 进 
行 杂交 。 如 果 探 针 已 被 荧光 标记 ,就 可 
以 在 杂交 以 后 就 通过 荧光 监测 系统 进行 
观察 。 如 果 探 针 是 用 半 抗 原 或 生物 素 标 
记 的 , 那 就 要 使 用 荧光 标记 的 抗体 或 亲 
和 素 , 对 探 针 上 的 半 抗 原 或 生物 素 进行 
追踪 和 定位 ,然后 再 通过 荧光 监测 系统 
进行 观察 。 

(三 ) 转录 图 谱 

利用 表达 序列 标签 (EST) 作为 标记 所 构建 的 分 子 遗 传 图 谱 称 为 转录 图 谱 。EST 是 指 从 cDNA 文库 
中 随机 挑 取 的 一 个 克隆 进行 单一 测序 所 获得 的 cDNA 在 5 或 3 端的 部 分 序列 ,其 代表 的 是 一 个 完整 基 
因 的 一 小 部 分 ,长 度 在 300-500 bp。 一 般 而 言 ,mRNA 的 3'UTR 代表 的 是 每 个 基因 上 比较 特异 的 序列 ,将 
对 应 于 34UTR 的 EST 序列 进行 放射 杂交 (radiation hybrid,RH) 定 位 , 即 可 构成 由 基因 组 成 的 ETS 图 。 这 
些 EST 不 但 为 基因 组 遗传 图 谱 的 构建 提供 了 大 量 的 分 子 标记 ,而 且 来 自 不 同 组 织 和 器 官 的 EST 也 为 基 
因 的 功能 研究 提供 了 有 价值 的 信息 。 此 外 ,EST 还 为 基因 的 鉴定 提供 了 候选 基因 。 其 不 足 之 处 在 于 , 通 
过 随机 测序 有 时 难以 获得 那些 低 丰 度 表达 的 基因 ,以 及 那些 在 特殊 环境 条 件 下 诱导 表达 的 基因 。 
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二 、 功 能 基因 组 学 

随 着 1990 年 人 类 基因 组 计划 (HGP) 的 实施 并 取得 巨大 成 功 ,以 及 其 他 几 种 模式 生物 (model 
organism) 基因 组 计划 的 完成 ,基因 组 学 的 研究 重心 开始 从 揭示 生命 的 所 有 遗传 信息 转移 到 在 分 子 整 
体 水 平 对 功能 的 研究 上 。 转 移 的 主要 标志 是 功能 基因 组 学 的 产生 与 蛋白 质 组 学 的 兴起 。 

功能 基因 组 学 是 利用 结构 基因 组 学 提供 的 信息 来 研究 基因 功能 , 它 以 高 通 量 .大 规模 实验 方法 以 
及 计算 机 统计 分 析 为 特征 ,在 基因 组 或 系统 水 平 上 全 面 分 析 基 因 的 功能 ,使 得 生物 学 研究 从 对 单一 基 
因 或 蛋白 质 的 研究 转向 对 多 个 基因 或 蛋白 质 同 时 进行 系统 的 研究 。 研 究 内 容 包括 基因 功能 发 现 、 基 因 
表达 分 析 和 突变 检测 。 采 用 的 手段 包括 经 典 的 减法 杂交 、 差 示 蔓 选 、cDNA 差异 分 析 以 及 mRNA 差异 
显示 等 ,以 及 一 些 新 的 技术 手段 ,例如 ,基因 表达 的 序列 分 析 (serial analysis of gene expression,SAGE)、 
基因 芯片 和 蛋白 质 芯 片 等 。 

鉴定 一 个 基因 功能 最 有 效 的 方法 是 观察 该 基因 的 表达 被 阻 断 或 增强 后 在 细胞 和 整体 水 平 所 发 生 
的 表 型 变化 ,主要 手段 有 基因 襄 除 基因 刻 减 和 显 性 负 性 突变 (dominant negative mutation) 等 技术 。 还 
需要 建立 模式 生物 体 , 并 进行 比较 基因 组 学 (comparative genomics) 的 研究 。 其 中 显 性 负 性 突变 技术 是 
通过 基因 转移 ,将 突变 的 蛋白 质 大 量 引 入 到 在 特定 细胞 内 表达 ,以 阻 断 正常 蛋白 质 的 功能 ,从 而 推断 
野生 和 蛋白质 的 功能 。 利 用 模式 生物 基因 组 与 人 类 基因 组 之 间 编 码 顺序 上 和 结构 上 的 同 源 性 ,有 助 于 
克隆 人 类 疾病 基因 ,揭示 基因 功能 和 疾病 分 子 机制 , 阐 明 物 种 进化 关系 及 基因 组 的 内 在 结构 。 比 较 基 
因 组 学 是 在 基因 组 图 谱 和 测序 基础 上 ,对 已 知 的 基因 和 基因 组 结构 进行 比较 ,来 了 解 基因 的 功能 、 表 
达 机 理 和 物种 的 进化 规律 。 


三 、 与 基因 组 学 相关 的 学 科 
随 着 基因 组 学 研究 的 不 断 深 入 以 及 该 学 科 对 其 他 学 科研 究 的 渗透 ,一 些 新 型 的 交叉 学 科 应 运 
而 生 , 如 营养 基因 组 学 (nutritional genomics)、 环 境 基 因 组 学 (environmental genomics)\ 药 物 基因 组 学 
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(phamarcogenomics) 生 殖 基 因 组 学 (reproductive genomics)、 群 体 基 因 组 学 (population genomics)、 代谢 组 


学 (metabonomics) 等 和 生物 信息 学 (bioinformatics )。 


框 44-2 生化 热点 一 一 千 人 基因 组 计划 

干 人 基因 组 计划 (1 000 genomes projecb 是 继 人 类 基因 组 计划 (HGP) 之 后 又 一 以 我 们 和 人 类 自身 为 对 象 
的 国际 性 重大 合作 研究 计划 ,可 以 说 是 HGP 的 延续 和 发 展 , 开 始 于 2008 年 1 月 。 它 主要 依托 中 国 深圳 华 
大 基因 研究 院 , 英 国 Sanger 研究 所 和 美国 国立 卫生 研究 院 (NIH) 下 属 的 国立 人 类 基因 组 研究 所 (National 
Human Genome Research Institute,NHGRI) 来 实施 。 通 过 该 计划 ,科学 家 们 打算 在 三 年 内 ,借助 目前 几 种 新 
的 高 通 量 测 序 平台 ,测定 出 至 少 一 千 名 匿名 者 的 全 基因 组 序列 ,并 在 此 基础 上 建立 最 详细 的 人 类 遗传 变异 
(human genetic variation) 目录 , 即 绘制 迄今 为 止 最 详尽 、 最 有 医学 应 用 价值 的 人 类 基因 组 遗传 多 态 性 图 谱 。 
这 些 匿 名 者 具有 不 同 的 种 族 背 景 ,测序 的 人 群 包括 :尼日利亚 伊 巴 丹 区 域 的 约 鲁 巴 人 ;东京 的 日 本 人 ;北京 
的 中 国人 ;美国 犹他 州 的 北 欢 和 西欧 人 后 裔 、 休 斯 敦 的 Gujarati 印第安 人 \ 丹 佛 的 中 国人 洛杉矶 的 墨西哥 人 
后 裔 以 及 西南 部 的 非洲 人 后 毅 ; 肯 尼 亚 Webuye 的 Luhya 人 和 Kinyawa 的 Maasai 人 ;意大利 的 Toscani 居民 。 

深圳 华 大 基因 研究 院 作为 发 起 单位 之 一 ,不 仅 承担 了 400 个 黄种 人 全 基因 组 样本 的 测序 和 分 析 工 作 ， 
还 帮助 完成 了 非洲 人 群 的 全 部 测序 和 分 析 任务 。 迄 今 为 止 所 获得 的 全 部 数据 已 存储 于 该 计划 所 设立 的 公 
共 数 据 库 (http:Wwww.1000genomes:org/data 中 有 链接 ), 以 供 公众 免费 获取 和 浏览 。 该 数据 库 最 终 将 包含 
来 自 全 球 27 个 族群 的 2 500 个 人 的 全 部 基因 组 信息 。 这 一 数据 库 的 建立 可 为 各 种 疾病 的 关联 分 析 提供 
详细 的 基础 数据 ,并 为 解释 人 类 重大 疾病 发 病 机 理 以 及 开展 疾病 的 个 性 化 预测 . 预 沪 和 治疗 黄 定 坚实 的 基 
础 。 此 外 , 它 还 可 加 深 人 们 对 人 类 群体 遗传 学 的 理解 ,促进 人 类 进化 史 的 研究 。 


生物 信息 学 是 以 生物 大 分 子 为 研究 对 象 , 以 计算 机 为 辅助 工具 ,运用 数学 和 信息 学 的 观点 、 理 论 
和 方法 去 研究 生命 现象 ,组 织 和 分 析 呈 指数 级 增长 的 生物 信息 数据 的 一 门 科学 。 研 究 重 点 集中 在 基 


因 组 学 和 蛋白质 组 学 两 个 方面 。 其 关注 的 研究 热点 包括 :序列 比 对 ;基因 识别 和 DNA 序列 分 析 ; 和 蛋白 
质 结构 预测 ; 分 子 进 化 等 。 


科学 故事 一 一 PCR 的 发 明 
Louis Pasteur 曾经 说 过 : “机 会 只 青睐 那些 有 准备 头脑 的 人 ”。 科 学 发 展 史 上 有 许多 例子 可 以 验证 这 和 句 
言 ,例如 牛顿 从 树 上 掉 落 下 来 的 苹果 发 现 了 重力 , 弗 莱 明 在 污染 的 培养 四 上 发 现 了 青霉素 ,而 PCR 的 
发 现 又 是 一 个 十 分 有 趣 的 例子 。 

PCR. 的 发 明 人 ,一 般 公 认 是 美国 科学 家 Kary Mullis, 他 也 因此 获得 了 1993 年 的 诺 贝 尔 化 学 奖 。 
Maullis 兽 在 1990 年 Sciemi 太 ce 4merican 杂志 上 发 表 的 一 篇 文章 以 及 1998 年 的 自传 4 心灵 裸 舞 》(Dancing 
Naked in the Mind Field) 中 , 提 到 PCR 这 个 构想 的 灵感 。 

1979 年 ,Mullis 离开 先前 工作 的 美国 加 利 福 尼 亚 大 学 旧金山 分 校 的 医学 院 , 进 了 一 家 叫 Cetus 的 私人 
生物 技术 公司 任职 。 当 年 ,生物 技术 公司 还 处 于 萌芽 阶段 ,很 少 有 学 术 界 人 士 愿 意 离 开 大 学 到 私人 企业 
工作 。 就 算是 到 有 规模 的 大 药 厂 ,同样 也 得 不 到 多 数 同行 的 认同 ,反而 被 认为 是 学 术 生 涯 的 终点 。 然 而 ， 
Cetus 公司 却 不 一 样 ,这 家 公司 在 自由 开放 的 风气 下 ,集结 了 一 批 有 能 力 ` 有 梦想 的 科学 家 , 朝 着 既定 的 目 
标 共 同 前 进 。 这 和 一 般 大 学 里 各 大 教授 及 实验 室 的 主持 人 关 起 站 来 各 行 其 是 的 做 法 相当 不 同 。Cetus 聘 
用 Mullis, 是 看 重 他 有 机 化 学 合成 的 专长 ,负责 合成 专 聚 核 苷 酸 ,以 供 实验 所 用 。 

其 实 ,Mullis 在 Cetus 的 工作 , 算 不 上 什么 研究 ,只 是 设法 改进 寡 聚 核 苷 酸 合成 的 效率 而 已 。1981 年 ， 
他 被 提升 为 寡 核 音 酸 合成 部 门 的 主管 。 为 了 提高 产量 和 节省 时 间 , 他 省 去 了 质量 控制 这 一 环节 ,引起 使 用 
单位 的 不 满 ,抱怨 质量 不 佳 的 嘉 聚 核 苷 酸 使 得 他 们 的 研究 出 现 问题 ,Mullis 则 回击 道 ,是 使 用 单位 本 身 的 
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能 力 不 足 所 致 

PCR 的 构想 ,也 就 是 在 这 样 的 背景 下 诞生 的 。 根 据 Mullis 自己 的 说 法 , 他 未 来 并 不 是 根 扩 增 微量 的 
DNA ,而 只 想 使 用 染色 的 方法 鉴定 一 个 突变 的 基因 。 这 是 个 失败 的 想法 ,但 却 把 他 引 向 DNA 的 扩 增 。 
一 直 在 做 突变 检测 工作 导致 Mullis 想到 细胞 内 DNA 复制 的 反应 。 碰 巧 , Mullis 那 时 _ 直 沉迷 于 计算 机 如 
何 处 理 指数 功能 ,这 导致 他 将 两 个 事情 联系 在 一 起 。 每 “个 分 子 生 物 学 家 都 知道 DNA 复制 反应 (加倍 )， 
而 且 知道 指数 函数 。 但 只 有 Mulls 同时 想到 两 件 事情 ,从 而 产生 了 指数 扩 增 DNA 的 构想 。Malis 意识 
到 ,少量 的 东西 如 果 持续 加 倍 ,就 会 增加 得 很 快 。 例 如 ,将 一 个 特定 的 DNA 片段 加 倍 30 次 , 则 会 产生 2a 
拷贝 ,这 入 多 拷贝 的 DNA 足以 让 研究 者 进行 相关 的 科学 研究 。 这 种 想法 有 -天 终于 得 以 操 发 ! 那 是 在 
1983 年 春天 的 一 个 星期 五 的 晚上 ,Mullis 开 着 银色 的 本 田 Civic, 带 着 女友 前 往 乡 间 的 小 屋 度 周末 。 在 北 
加 州 蚁 是 的 128 高 速 公路 上 开 着 车 ,一 段 DNA 反复 复制 的 景象 ,在 他 的 脑海 里 冒 了 出 来 。 于 是 他 停 下 了 
车 , 叫 醒 了 正在 热 睡 的 女友 ,激动 地 解释 起 他 的 想法 。Mullis 原 以 为 这 样 简单 的 想法 ,应 该 有 人 提出 过 ,但 
搜索 文献 后 却 发 现 没有 。 在 “猛然 顿悟 "之 后 的 3-5 个 月 间 ,Mullis 并 没有 任何 行动 ,原因 如 今 也 不 清 起 。 
同年 8 月 ,Mullts 首次 在 公司 里 正式 作 了 有 关 PCR 原理 的 报告 , 听 者 反应 冷淡 。-_ 来 ,大 家 已 经 习惯 了 他 
的 胡思乱想 ;再 者 , 多数 人 认为 ,这 个 原理 太 简单 了 。 如 果 可 行 的 话 ,就 _ 定 早 有 人 做 过 。 否 则 , _ 定 有 什 
么 不 可 行 之 处 ,但 也 没有 人 明确 说 得 出 来 ,为 什么 不 可 行 。 

于 是 ,Mullis 开始 着 手 证 明 这 个 构想 的 可 行 性 。 从 1983 年 9 月 起 ,Mullis 陆续 进行 了 _ 些 实验 , 换 过 
几 种 DNA 模板 ,也 尝试 过 不 同 的 升温 降温 周期 ,结果 都 不 理想 ,项 多 只 在 电泳 凝 胶 上 发 现 _ 个 若隐若现 
的 条 带 ,无 法 说 服 别人 PCR 起 了 扩 增 的 功效 。1984 年 6 月 , Mullis 在 公司 又 因 男女 关系 巷 出 事端 ,引起 众 
经 , 濒 阶 被 开除 的 命运 。 结 果 是 引荐 他 进入 公司 的 上 司 为 他 求情 ,只 免除 了 他 的 主管 职务 ,同时 限定 他 在 
一 年 内 把 PCR 方法 建立 起 来 。 

任何 研究 方法 从 概念 的 提出 发 展 到 实际 应 用 阶段, 所 需 投入 的 精力 与 时 间 大 多 被 一 般 人 所 低估 。 由 
于 Maullis 以 前 没有 接受 过 分 子 生物 学 的 训练 ,公司 派 了 技术 员 协 助 ,前 后 一 共有 三 位 。 这 些 人 在 PCR 的 
发 展 上 ,发 挥 了 重要 的 作用 。1984 年 11 月 ,Mullis 的 技术 员 首 次 取得 可 信 的 结果 ,证 明了 PCR 的 可 行 性 。 
于 是 在 1985 年 初 ,公司 决定 又 派 上 了 技术 精湛 的 日 裔 技术 员 Randall Suiki, 这 是 “项 正确 的 决定 。 在 自动 
化 的 仪器 出 现 之 前 ,PCR 是 一 项 十 分 繁琐 的 技术 ,同时 需要 许多 人 在 推 试管 ,秒表 和 不 同 温度 的 水 浴 钢 
中 忙 个 不 停 , 甚 至 还 要 独立 的 作业 空间 防止 可 能 的 污染 ,这 需要 长 时 间 的 反复 操作 ,手脚 不 利沙 的 人 是 做 
不 来 的 。Saiki 的 结果 则 干净 漂亮 ,让 人 心服 口服 。 

到 了 1985 年 春天 ,Cetus 的 高 级 主管 已 经 对 PCR 的 潜力 深信 不 疑 ,也 开始 担心 消息 外 泄 ,而 让 其 他 
公司 取得 先 机 。 同 年 3 月 ,他 们 递 出 了 第 一 个 专利 申请 ,也 准备 在 10 月 份 举行 的 美国 遗传 学 会 年 会 上 报 
告 成 果 , 但 之 前 必须 将 正式 的 论文 写 好 寄 出 后 才 保险 。 他 们 决定 撰写 两 篇 论文 ,_- 篇 关于 PCR 的 原理 ， 
由 Mullis 执笔 先行 发 表 ,第 二 篇 则 集中 在 PCR 的 应 用 上 ,以 Sails 的 实验 结果 为 主 ,随后 推出 。 结 果 整 个 
夏天 ,Mulls 都 在 玩 电脑 ,再 拖延 论文 的 写作 。 到 9 月 下 名 有 关 PCR 应 用 的 文章 写 好 寄 出 时 ,Mullis 还 
没有 动静 。 因 此 , 第 一 篇 提 到 PCR. 这 个 方法 的 论文 ,于 1985 年 12 月 20 日 发 表 在 Science 上 ,共有 七 位 作者 ， 
Saili 为 第 一作 者 ,Mullis 则 排 第 四 。 

直到 12 月 ,Mullis 才 和 将 论文 写 好 ,并 投 给 Nonue。 但 Mulis 忘记 了 附 上 - 芭 给 编辑 的 信 , 当 然 也 就 没有 
说 明 该 文 与 Saionoe 上 的 那 篇 论文 有 何不 同 ,结果 被 拒 。 震 售 之 余 , 他 转投 Scionce, 并 由 Ceus 的 主管 帮助 写 
了 封 信 给 编辑 ,结果 仍然 被 拒 。 这 时 ,Mulis 把 恕 气 转向 公司 ,认为 那 是 公司 的 阴谋 , 想 要 窃取 他 发 明 PCR 的 功 
劳 。 实 际 上 ,PCR 的 概念 源 自 Mulis, 对 此 没有 什么 人 持 异 议 ,只 不 过 将 概念 付 诸 洋 施 的 过 程 , 就 复杂 得 多 了 。 

Mullis 的 文章 两 度 被 拒 以 后 ,公司 里 有 人 建议 投 给 Methods or Braymolosy, 主 要 是 因为 有 人 与 该 刊 主 
编 吴 瑞 相 熟 ,容易 沟通 ,同时 PCR 的 性 质 也 适合 强调 方法 学 的 物 。 于 是 ,Mullis 的 文章 终于 得 到 发 表 ， 
只 不 过 整整 晚 了 一 年 ,到 1987 年 初 才 问 世 。 
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为 了 表示 他 们 并 无 意 争 功 ,Cetus 的 主管 向 冷泉 港 实验 室 的 Watson 推荐 ,让 Mullis 在 于 1986 年 5 月 
举行 的 “人 类 分 子 生 物 学 "专题 研讨 会 中 ,报告 PCR 的 原理 及 实际 应 用 结果 。 这 是 Mullis 生平 第 一 次 受 
邀 演讲 ,分 子 生物 学 界 许多 著名 学 者 也 都 在 场 。 结 果 Mullis 表现 不 错 , 建 立 了 往 后 人 们 的 印象 :PCR 是 他 
一 手 发 明 的 。 冷 泉 港 专题 研讨 会 的 专刊 于 1986 年 底 出 版 ,Mullis 挂 了 头 名 。 

自 此 ,PCR 之 名 及 其 强大 的 应 用 性 就 广为人知 了 。 然 而 ,将 PCR 变 成 真正 成 熟 技术 的 “临门 一 脚 ”， 
则 是 耐 高 温 DNA 聚合 酶 的 引进 。 

在 PCR. 的 操作 过 程 中 ,需要 进行 反复 升温 与 降温 的 循环 步骤 ,而 前 一 次 循环 所 使 用 的 大 肠 杆 菌 DNA 
聚合 酶 在 高 温 下 就 变性 失 活 了 ,因此 在 每 一 次 循环 反应 之 后 ,都 要 加 和 新 的 聚合 酶 。 这 种 做 法 既 烦 琐 , 又 
昂贵 。 按 当时 的 价格 ,一 次 循环 所 需 的 聚合 酶 值 1 美元 ,30 个 循环 下 来 就 是 30 美元 ,循环 更 多 次 就 不 用 
说 了 。 因 此 ,1986 年 春 ,Mullis 首次 提出 使 用 耐 高 温 酶 的 想法 。 经 过 文献 搜索 ,果然 找到 了 2 篇 有 关 文 献 ， 
较 早 的 一 篇 是 在 美国 做 的 , 另 一 篇 则 是 俄罗斯 科学 家 的 成 果 。 

第 一 篇 报道 分 离 耐 高 温 DNA 聚合 酶 的 工作 ,是 一 位 来 自 台 六 的 年 轻 科 学 家 钱 嘉 询 。1973 年 , 钱 嘉 
韵 到 美国 俄 交 俄 州 的 辛辛那提 大 学 生物 系 就 读 。 她 的 导师 ]. Trela 对 一 种 在 黄石 公园 温泉 里 发 现 的 水 生 
嗜 热 菌 (Termzs aduaticus,7Tod) 感 到 好 奇 , 就 让 钱 及 另 一 位 美国 学 生 以 该 细菌 作为 论文 研究 的 题目 。 在 另 
一 位 老师 的 指导 下 , 钱 嘉 韵 成 功 地 从 该 细菌 中 ,分 离 出 耐 高 温 的 Tag DNA 聚合 酶 ,并 将 研究 成 果 发 表 在 
1976 年 的 Journal of Bacierio1logy 杂志 上 。 

Mullis 虽然 提出 将 Ta DNA 聚合 酶 应 用 到 PCR 的 建议 ,但 当时 并 没有 现成 的 酶 可 用 ,他 得 想 办 法 
自己 分 离 。Cetrus 有 全 套 分 离 蛋白 质 的 设备 ,也 有 人 愿意 指导 ,但 Mullis 却 并 不 急 。 等 了 几 个 月 后 ,公司 
其 他 人 只 有 自己 动手 , 按 着 先前 钱 嘉 韵 等 人 发 表 的 步骤 ,三 个 星期 就 纯化 出 Tog DNA 聚合 酶 。1986 年 6 
月 ,Saiki 首 度 将 其 应 用 于 PCR ,效果 就 好 得 惊人 ,可 以 说 是 一 炮 打 响 。7oag DNA 聚合 酶 不 但 大 大 简化 了 
PCR< 工 作 ,而 且 其 专 一 性 及 活性 都 比 之 前 使 用 的 大 肠 杆 菌 DNA 酶 更 强 , 背 景 杂 带 也 几乎 都 消除 了 。 自 比 ， 
PCR 大 获 成 功 ! 


.http :Wen.wikipedia.org/wiki/Molecular_cloning (维基 百科 有 关 分 子 克隆 的 内 容 ) 
.http :Wwww.cellbio.com/protocols.html (在 线 的 细胞 和 分 子 生 物 学 实验 技术 ) 
.http :Wwww.protocol-online.org/proVMolecular_Biology/ (在线 的 分 子 生 物 学 实验 技术 ) 
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包 ” 分 子 生 物 学 思考 题 


1. 大 肠 杆 菌 的 DNA 聚合 酶 工具 有 3 种 不 同 的 酶 活性 ,这 些 酶 活性 对 DNA 复制 的 忠实 性 是 不 是 都 有 贡献 ? 为 什么 ? 

2. 以 下 几 种 情况 下 ,细胞 要 么 立刻 停止 复制 DNA ( 快 停 ), 要 么 只 能 停止 下 一 轮 DNA 复制 ( 慢 停 )。 试 预测 每 一 种 情况 
下 究竟 是 快 停 还 是 慢 停 ? 为 什么 ? 假定 细胞 并 没有 进行 同步 化 处 理 , 即 每 一 个 细胞 可 能 处 在 细胞 周期 的 不 同 阶段 。 

G) 一 种 大 肠 杆 菌 温 度 敏 感 型 突变 株 : 其 DnaA 蛋白 在 30% 下 功能 正常 ,42% 下 变性 。 将 这 种 大 肠 杆 菌 的 培养 温度 从 
30% 提 高 到 42Y。 

(2) 大 肠 杆菌 的 DNA 聚合 酶 亚 的 y 亚 基 受 诱导 大 量 表达 。 

(G3) 一 种 大 肠 杆 菌 温度 敏感 型 突变 株 :其 DnaB 蛋白 在 30 下 功能 正常 ,42% 下 变性 。 将 这 种 大 肠 杆 菌 的 培养 温度 从 
30%C 提高 到 42%C。 

(4) 含有 正常 CDC6 的 酵母 细胞 被 诱导 大 量 表达 不 能 被 CDK 磷酸 化 的 CDC6 变 体 。 

3. 2- 氨基 味 叭 (2-AP) 是 A 的 类 似 物 。 在 细菌 体内 它 可 转变 成 相应 的 脱氧 核 背 三 磷酸 ,并 在 DNA 复制 中 参 入 到 子 
链 之 中 ,引发 突变 。2-AP 一 般 导致 的 突变 为 碱 基 转换 ,为 什么 ?” 尽管 2-AP 被 认为 只 能 导致 碱 基 转 换 ,但 将 它 加 入 到 细菌 
培养 基 上 以 后 ,发现 细 菌 体内 发 生 的 移 码 突变 也 有 显著 的 提高 ,这 又 是 为 什么 ?你 如 何 设计 一 个 实验 以 支持 你 的 解释 ? 

4. RecA 蛋白 无 活性 的 大 肠 杆菌 突变 株 (rec4-) 在 受到 许多 诱 变 因素 (如 离子 辐射 或 UV 辐射 ) 作 用 后 ,发 生 突变 的 效 
率 明 显 低 于 野生 型 大 肠 杆菌 (ec47), 为 什么 ? 

5. 有 人 构建 了 一 个 受到 UV 辐射 损伤 的 jac2 基因 ,并 将 其 导入 到 大 肠 杆 菌 细胞 内 。 下 图 链 上 的 X 代表 喀 啶 二 聚 体 。 
A 和 了 B 的 差别 是 在 于 : 底 物 A 的 损伤 位 于 ac2 基因 的 编码 链 上 ,B 的 损伤 位 于 Iac2 基因 的 模板 链 上 。 试 问 在 乳糖 操纵 子 
受到 诱导 之 后 , 哪 一 个 底 物 上 的 喀 啶 二 聚 体 更 容易 被 修复 ? 为什么? 


ee 了 
二 CR 请 
XXX 
A 了 B 


6. 如 果 将 以 下 3 种 不 同 的 DNA 片段 与 TBP 结合 ,然后 在 凝 胶 上 观察 它们 的 电泳 行为 ,你 认为 哪 一 个 片段 在 结合 
TBP 后 跑 得 最 快 ? 哪 一 个 跑 得 最 慢 ? 为 什么 ? 


册 TATAAAALRSRUIOEn 后 和 
ERAAEEEEEEEEEEEEEEESEE9， 
FEEEEEEEEREEEEEESIAEESESESSE - 


7. 在 体外 将 RNA 聚合 酶 全 酶 与 松弛 型 质粒 保温 在 一 起 ,可 以 导致 DNA 形成 超 螺旋 吗 ? 如 果 能 的 话 , 是 正 超 螺 旋 还 
是 负 超 螺旋 ? 

8. 如 果 使 用 基因 工程 的 手段 ,将 RNA 聚合 酶 的 c 因子 与 核心 酶 的 某 一 个 亚 基 融合 在 一 起 ,形成 融合 多 肽 (假定 融 
合 对 各 个 亚 基 原 来 的 结构 没有 影响 ), 预测 这 样 的 全 酶 对 基因 的 转录 会 有 什么 影响 ? 为 什么 ? 

9. His 784 位 于 RNA 聚合 酶 的 活性 中 心 , 它 在 所 有 的 RNA 聚合 酶 中 都 是 保守 的 ,但 很 少 存在 于 各 种 DNA 聚合 酶 。 
基于 此 ,你 认为 His 784 在 RNA 聚合 酶 中 行使 何 种 功能 ? 

10. 有 人 发 现 ,一 种 特殊 的 真 核 RNA 病毒 能 从 一 个 基因 编码 出 一 长 一 短 的 两 种 mRNA。 分 析 它 们 的 翻译 产物 ,发 现 
它们 翻译 出 来 的 两 条 多 肽 链 在 N 端 具有 相同 的 氨基 酸 序列 ,但 C 端 不 一 样 ,更 另 人 奇怪 的 是 ,两 条 多 肽 中 较 长 的 一 条 由 短 
的 mRNA 所 编码 。 试 对 这 些 现象 给 予 合理 的 解释 。 

11. 下 图 显示 的 是 果 蝇 的 一 种 蛋白 质 基 因 的 结构 , 它 共 由 10 个 片段 组 成 ,分 别 以 A~J 表 示 。 

(1D) 哪些 片段 会 出 现在 初级 转录 物 ? 





Nt 
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(2) 哪些 片段 出 现在 成 熟 的 mRNA 分 子 上 ? 

(3) 成 熟 的 mRNA 含有 哪些 不 是 由 基因 编码 的 信息 ? 

(4) 如 果 以 成 熟 的 mRNA 做 探 针 进行 R- 环 实验 , 试 画 出 最 后 实验 结果 的 草图 。 

外 显 子 1 外 显 子 2 ”外 显 子 3 
启动 子 内 含 子 1 | 内 含 子 2 | AATAAA 
[LABa[c 国 吕 = 改 呈 G 国 I| 7I| 

12. RNA 聚合 酶 开 催 化 亚 基 的 CTD, 含有 多 个 重复 的 模 体 序列 YSPTSPS。 前 短 一 些 重复 序列 可 导致 细胞 出 现 某 些 严 
重 的 缺陷 。 预 测 细胞 内 的 以 下 过 程 受 到 何 种 影响 ? 

CDrDNA 的 转录 。C@)mRNA 的 加 尾 。@@ 介 导 因子 对 转录 的 激活 。@SnRNA 的 转录 。G)mRNA 的 稳定 性 。 

13. 在 过 量 表达 入 叭 菌 体 im 基因 的 时 候 ,Ken Zahn 发 现 一 个 很 有 趣 的 现象 :他 将 int 基因 放 在 一 个 表达 质粒 上 ,使 
其 位 于 一 个 可 调控 的 强 启动 子 的 下 游 , 且 将 编码 int 的 mRNA 带 上 强 的 核糖 体 结合 位 点 。 当 it 受 诱导 表达 的 时 候 ,宿主 
细胞 的 蛋白 质 合 成 受到 抑制 ,细胞 最 终 死亡 。Zahn 很 快 又 发 现 ,细胞 死亡 并 不 是 Int 蛋白 的 毒性 引起 ,因为 iat 的 过 量 表达 
产生 的 效应 可 以 通过 导 人 一 个 表达 tRNAArg 的 基因 而 逆转 。 这 种 tRNAArg 阅读 AGA 密码 子 。 

(GD) 你 如 何 解释 以 上 这 种 有 趣 的 现象 ? 

(2) 你 能 否 想 出 一 种 办 法 让 记过 量 表达 ,但 细胞 不 会 死亡 ? 

14. 在 大 肠 杆菌 细胞 里 表达 来 自 嗜 热 菌 的 基因 现在 已 经 十 分 普遍 。 然 而 ,有 时 表达 的 效果 不 错 , 有 时 表达 的 则 不 理 
想 。Ishida 和 0shima 在 研究 中 发 现 ,那些 表达 量 极 低 的 基因 在 紧 靠 RBS 附近 含有 回 文 序列 。 如 果 将 此 序列 去 除 ,这 些 基 
因 在 大 肠 杆菌 中 的 表达 量 将 大 大 提高 。 为 什么 这 种 回 文 序列 在 嗜 热 菌 体内 不 影响 基因 的 表达 ,但 在 大 肠 杆 菌 中 却 能 降低 
基因 表达 的 效率 ? 

15. 在 细菌 翻译 的 时 候 ,氨基 酸 错误 参 和 人 的 概率 是 10”。 如 果 一 种 对 细胞 极为 重要 的 蛋白 质 在 翻译 的 时 候 , 在 一 个 关 
键 的 位 置 参 人 了 一 个 错误 的 氨基 酸 ,你 认为 这 会 对 细菌 带 来 何 种 后 果 ? 为 什么 ? 

16. 通常 细胞 质 里 只 有 一 种 TRNA 运载 Tyr。 你 认为 这 种 tRNA 的 反 密 码 子 是 什么 ? 

17. 细菌 的 核 苷 酸 还 原 酶 由 两 个 不 同 的 亚 基 组 成 (RR-A 和 RR-B)。 在 生长 的 细菌 细胞 内 ,RR-A 和 RR-B 通常 一 直 
表达 ,两 者 的 表达 水 平 相 同 。 然 而 ,如 果 DNA 复制 受阻 ,dTTP 浓度 升 高 ,那么 这 两 个 亚 基 的 表达 开始 下 降 。 

(1) 提出 一 种 可 能 的 机 制 ,解释 细菌 内 RR-A 和 RR-B 的 表达 是 如 何 协 调 一 致 的 。 

(2) 细菌 的 核 苷 酸 还 原 酶 基因 表达 的 最 高 水 平 本 来 就 低 , 即 使 在 dTTP 浓度 不 高 的 时 候 。 根 据 细胞 内 RNA 表达 的 量 ， 
哪 一 个 基因 表达 的 水 平 最 高 ? 其 中 的 原因 是 什么 ? 

(3) 你 如 何 解 释 细菌 核 苷 酸 还 原 酶 基因 的 表达 先天 不 高 这 一 现象 (不 考虑 dTTP 浓度 对 基因 表达 的 影响 )。 

18. 有 人 在 研究 组 蛋白 密码 时 ,将 酵母 H3 组 蛋白 的 尾巴 缺失 ,发 现 这 对 酵母 的 生长 没有 什么 影响 。 然 而 ,如 果 将 酵 
母 H3 和 H4 的 尾巴 都 缺失 ,酵母 即 死亡 。 对 此 现象 你 如 何 解释 ? 

19. 许多 基因 表达 调控 蛋白 在 结合 DNA 以 后 ,导致 DNA 在 结合 位 点 附近 产生 弯曲 。 测 定 DNA 弯曲 的 方法 是 一 种 
特殊 的 凝 胶 电 泳 分 析 。 这 种 分 析 方 法 是 建立 在 以 下 现象 的 基础 之 上 :一 个 中 间 发 生 弯曲 的 DNA 的 泳 动 速率 ,要 低 于 没有 
弯曲 或 在 一 侧 出 现 弯 曲 的 DNA。 如 果 给 你 T4 DNA 连接 酶 ,你 能 否 想 出 一 种 更 好 的 方法 来 测定 DNA 的 弯曲 ? 

20. 有 人 使 用 PCR 扩 增 一 个 2 kh 长 的 基因 ,他 在 准备 扩 增 反应 的 时 候 , 犯 了 一 些 错误 。 根 据 你 学 过 的 分 子 生物 学 知 
识 ,你 认为 这 些 错误 对 PCR 的 结果 有 何 影 响 ? 他 是 否 需要 重新 准备 反应 系统 ? 

(1) 在 反应 系统 中 ,他 除了 添加 dNTP, 还 加 入 了 少量 的 ddNTP。 

(2) DNA 模板 的 量 比 原 计 划 多 加 了 两 倍 。 

(3) 他 使 用 了 大 肠 杆 菌 的 DNA 聚合 酶 代替 ToqDNA 聚合 酶 。 

(4) 他 设置 的 扩 增 循环 条 件 是 :1 min @37% ,1 min@ 50%C ,1 min @72%C 。 

(5) 他 使 用 的 引物 序列 与 基因 的 编码 链 两 侧 的 序列 完全 相同 。 

(6) 他 使 用 Mn 代替 了 Mg 。 
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.http:/Wwww.avaxhome.ws/ebooks/( 免 费 的 生命 科学 和 医学 电子 书籍 链接 ) 
-http:/Wwww.bioon.com/( 生 物 谷 一 一 一 个 生物 医学 门户 网 站 ) 

.http:/Wwww.dxy.cn/bbs/( 丁 香 园 一 一 医学 药学 .生命 科学 专业 知识 检索 与 交流 论坛 ) 
-http:/fwww-researchchannelorg/prog/ (免费 的 生命 科学 和 医学 在 内 多 种 学 科 的 讲座 视频 ) 
.http:/Wwww.sciencedaily.com/( 每 日 提供 最 新 的 科技 新 闻 , 许 多 与 生命 科学 相关 ) 

. http:/Wbcs.whfreeman.comylehningerdefaultasp( Lehninger 编著 的 《生物 化 学 原理 》 配 套 的 网 站 ) 
、http :Wwww.pearsonhighered.com/mathews/( Mathews 编著 的 《生物 化 学 》 配 套 的 网 站 ) 

让 
.http://www.ncebinlm.nih.gov/books/NBK21154/( Stryer 编著 的 《生物 化 学 》? 第 五 版 ) 
.http:/themedicalbiochemistrypage.org/ (免费 的 医学 生物 学 教材 ) 

.http :Wwww.51qe.cn/book/book18.php/( 免 费 的 分 子 生 物 学 中 文教 材 ) 

. http:/Wwww.ncbi.nih.gow( 美 国生 物 技术 信息 中 心 (NCBI) ) 
.http://www.protocol-online.org/( 提 供 各 种 生命 科学 实验 方法 ) 

- http:Wcmbi.bjmu.edu.cn/( 中 国医 学 生物 信息 网 ) 

- http:/Wbingle.pku.edu.cn/ (北京 大 学 天 网 FTPWWW 文件 搜索 引擎 ) 
.http:/Wwww.science.com/ (科学 杂志 ) 

.http :Wwww.nature.com/( 自 然 杂 志 ) 

. http:/Wwww.cellLcom/( 细 胞 杂志 ) 

- http:/Wwww.pnas.com/( 美 国 科学 院 院 刊 ) 

.http:Wen.wikipedia.org/( 维 基 百 科 ) 

. http://au.expasy.org/( 蛋 白质 序列 数据 库 ) 

. http:/genomesonline.org/( 各 种 生物 的 基因 组 数据 ) 


http :Wwww.web-books.com/MoBio/ (免费 的 分 子 生 物 学 教材 ) 








/ww 人 


661 


662 


缩写 
aaRS 
Ab 
AC 
ACP 
ACAT 
ACTH 
AD 
ADA 
ADH 
Ag 
AIDS 
AMPK 
ANF 
APRT 
AQP 
ARS 
ATC 
AZT 
BCCP 
BER 
BPC 
cAMP 
CaMV 
cccDNA 
CCK 
CDK 
cDNA 
cCMP 
CCRP 
CJD 
CLIP 
CM 
CoA 
CoQ 
CPA 





本 书 常 见 英文 缩写 


英文 全 称 

aminoacyl-tRNA synthetase 
antibody 

adenylate cyclase 

acyl carrier protein 

acyl-CoA :cholesterol acyl transferase 
adrenocorticotropin 

Alzheimer's disease 

adenosine deaminase 

antidiuretic hormone 

antigen 

acquired immune deficiency syndrome 
AMP-acetivated protein kinase 
atrial natriuretic factor 

adenine phosphoribosyltransferase 
aquaporin 

autonomously replicating sequence 
aspartate transcarbamoylase 
azidothymine 

biotin carboxyl carrier protein 

base excision repair 
2,3-bisphosphoglycerate 

cyclie AMP 

Cauliflower mosaic virus 
covalently-closed circular DNA 
cholecystokinin 

cyclin-dependent kinase 
complementary DNA 

cyclic CMP 

calcitonin gene-related peptide 
Creutzfeldt-Jakob disease 
corticotrophin-like intermediate peptide 
chylomicron 

coenzyme 人 


coenzyme QU 


carboxypeptidsase A 


中 文 译 称 

氮 酰 tRNA 合成 酶 
抗体 

腺 苷 酸 环 化 酶 

脂 酰 基 载 体 蛋 白 

脂 酰 -CoA :胆固醇 脂 酰基 转移 酶 
促 肾 上 腺 皮质 激素 
阿尔 茨 海 默 氏 病 
腺 苷 脱 氨 酶 

抗 利尿 激素 

抗原 

获得 性 免疫 缺陷 综合 征 
AMP 激活 的 蛋白 质 激酶 
心 钠 素 或 心房 利 钠 因子 
腺 味 叭 磷酸 核糖 转移 酶 
水 通道 蛋白 

自主 复制 序列 

天 冬 氨 酸 转 氨 甲 酰 酶 
至 氮 胸 苷 ( 齐 多 夫 定 ) 
生物 素 羧 基 载 体 蛋 白 
碱 基 切 除 修复 

2,3- 二 磷酸 甘油 酸 
环 腺 苷 酸 
花椰菜 灸 病毒 

共 价 闭环 DNA 

胆囊 收缩 素 

依赖 于 周期 蛋白 的 蛋白 质 激酶 
互补 DNA 

环 鸟 昔 酸 

降 钙 素 基因 相关 肽 

克 和 雅 氏 病 

促 皮质 激素 类 中 间 肽 
乳 糜 微 粒 

辅酶 A 

辅酶 Q 

羧 肽 酶 A 


CPS 


CPT 


CRE 


CRP 


CSF 


CTD 


DAC 


DCCD 


ddNTP 


DHA 


DHAP 


DHEA 


DHT 


DRM 


DIPF 


DMS 


DMT 


DNA 


DNFB 


DNP 


DTT 


上 B 


ECM 


卫 CF 


EFA 


上 上 MP 


EMSA 


EPO 


ERAD 


ESE 


ETS 


EST 


FAD 


FCF 


FMN 


FMOC 


FSH 


CABA 


CAC 


Cal 


CAP 


CAPDH 


carbamyl phosphate synthetase 


carnitine palmitoyltransferase 
cAMP-response element 
cAMP receptor protein 
colony stimulating factor 
carboxyl-terminal domain 
diacyl glycerol 
dicyclohexylcarbodiimide 

3' ,$' -dideoxynucleotide 
docosahexaenoic acid 
dihydroxyacetone phosphate 
dehydroepiandrosterone 
dihydrotestosterone 
detergent-resistant membrane 
diisopropylfluorophosphate 
dimethylsulphate 
dimethoxytrityl group 
deoxynucleic acid 
2,4-dinitrofluorobenzene 
2,4-dinitrophenol 
dithiothreitol 

ethidium bromide 
extracellular matrix 
epidermal growth factor 
essential fatty acid 


了 mbden-Meyerhof pathway 


electrophoretic mobility shift assay 


erythropoietin 


下 R-associated degradation pathway 


exonic splicing enhancer 
electron transport system 
expression Sequence tag 
flavin adenine dinucleotide 
和 broblast growth factor 
favin mononucleotide 
9-fluorenylmethoxycarbonyl 
follicle-stimulating hormone 
gamma-aminobutyric acid 
虽 ycosaminoglycan 
galactose 


CTPase activating protein 


虽 yceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 


氨 甲 酰 磷 酸 合成 酶 
肉 碱 - 软 脂 酰 转 移 酶 
cAMP 应 答 元 件 
cAMP 受 体 和 蛋白 
集落 刺激 因子 
羧基 端 结构 域 

甘油 二 酯 

二 环 己 基础 二 亚 胺 
3' ,5'- 双 脱 氧 核 昔 酸 
二 十 二 碳 四 烯 酸 ( 脑 黄金 ) 
磷酸 二 羟 丙 酮 
脱氧 异 雄 酮 

二 氢 备 柄 
抗 去 垢 剂 膜 

二 异 丙 基 氟 磷 酸 
硫酸 二 甲 酯 

二 甲 氧 基 三 葵 基 
脱氧 核糖 核酸 
2,4- 二 硝 基 氟 苯 
2,4- 二 硝 基 苯酚 
二 硫 苏 糖 醇 

省 乙 锭 

细胞 外 基质 

表皮 生长 因子 
必需 脂肪 酸 
FEmbden-Meyerhof 途径 
电泳 泳 动 变化 分 析 
红细胞 生成 素 

ER 相关 的 蛋白 质 降解 途径 
外 显 子 剪接 增强 子 
电子 传递 体系 

表达 序列 标签 

黄 素 腺 味 叭 二 核 苷 酸 
成 纤维 细胞 生长 因子 
黄 素 单 核 苷 酸 

9- 药 甲 氧 痰 基 
卵泡 刺激 素 

7Y- 氨基 丁 酸 

糖 胺 聚 糖 

半 乳 糖 

GTP 酶 激活 蛋白 

3- 磷酸 甘油 醛 脱 氢 酶 
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guanylyl cyclase 

guanine nucleotide exchange factor 
green fiuorescent protein 

gastric inhibitory polypeptide 
glucose 

gonandotropin-releasing hormone 
glutamate:pyruvate transaminase 

G protein-coupled receptor 
glutamate:oxaloacetate transaminase 
邮 ucocorticoid hormone response element 
旬 ycogen synthase kinase 

guide RNA 

histone acetyltransferase 

high density lipoprotein 

hinged DNA 


Human Cenome Project 


hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase 


hydrophobic interaction chromatography 
hypoxia inducible factor 

heat-shock protein 

hexose monophosphate shunt 
high-performance liquid chromatography 
hormone response element 
hormone-sensitive lipase 

hemodynamic shear stress 

human T-cell leukemia virus 
indole-3-acetic acid 

isocitrate dehydrogenase 

intermediate density lipoprotein 
isoelectric focusing 

insulin Hike growth factor 
immunoglobulin 

inositol-1 ,4,S-triphosphate 
isopropyl-D-thiogalacto-pyranoside 
insulin-response element 

iron-response element 

insertion Sequence 


International Union of Biochemistry 


International Union of Pure and Applied Chemistry 


lecithin : cholesterol acyl transferase 


lactate dehydrogenase 


鸟 苷 酸 环 化 酶 

鸟 昔 酸 交 换 因子 
绿色 荧光 蛋白 

抑 胃 肽 

葡萄 糖 

促 性 腺 激素 释放 激素 
谷 两 转氨酶 

与 G 蛋白 偶 联 的 受 体 
谷 草 转氨酶 

糖 皮质 激素 应 答 元 件 
糖 原 合 酶 激酶 

指导 RNA 

组 蛋白 乙酰 基 转 移 酶 
高 密度 脂 蛋白 

匀 链 DNA 

人 类 基因 组 计划 

次 黄 味 叭 - 鸟 味 叭 磷 酸 核糖 转 
移 酶 

芒 水 作用 层 析 
缺 氧 诱导 因子 
热 激 蛋 白 
磷酸 己 糖 支 路 

高 效 液 相 层 析 
激素 应 答 元 件 

激素 敏感 性 脂肪 酶 
血液 动力 学 微 剪 应力 
人 了 细胞 白血病 病毒 
吗 | 唆 乙 酸 

异 柠 榜 酸 脱 氢 酶 
中 间 密 度 脂 蛋白 
等 电 聚 焦 

类 胰岛 素 生长 因子 
免疫 球 蛋 白 
1,4,5- 三 磷酸 肌 醇 
异 丙 基 硫 代 -B-D- 半 乳 糖苷 
胰岛 素 应 答 元 件 
铁 应 答 元 件 

插入 序列 
国际 生物 化 学 联合 会 
国际 纯粹 与 应 用 化 学 联合 会 
卵 磷 脂 : 胆固醇 脂 酰 基 转 移 酶 
乳酸 脱 氢 酶 


LDL 
LHC 
LINE 
LTR 
MAR 
MAPK 
MCS 
micRNA 
MMP 
MMR 
MMTV 
MRE 


mRNA 


MSP 


NAC 
NAM 
NCAM 
NDP 
NER 
NGF 
NHFEJ 
NLS 
NMD 
NMP 
NMR 
NSD 
NTP 
OEC 
ORC 
ORF 
OxP 
PABP 
了 PAF 
PCNA 
PCR 
PD 
PDB 
PDF 


PDCF 





]ow density lipoprotein 
light-harvesting complex 

long interspersed nuclear element 
long terminal repeat 
matrix-associated region 
mitogen-activated protein kinase 
multiple cloning site 
mRNA-interfering complementary RNA 
matrix metalloproteinase 
mismatch repair 

mouse mammary tumor virus 
metal response element 
messenger RNA 
melanocyte-stimulating hormone 
mitochondrial-import stimulating factor 
manganese stabilizing protein 
methotrexate 
N-acetylglucosamine 
W-acetylmuramic acid 

neural cell adhesion molecule 
nucleoside diphosphate 
nucleotide excision repair 

nerve 中 0wth factor 
non-homologous end joining 
nuclear localization signal 
nonsense-mediated mRNA decay 
nucleoside monophosphate 
nuclear magnetic resonance 
nonstop mRNA decay 

nucleoside triphosphate 
oxygen-evolving complex 

origin recogmnition complex of proteins 
open reading frame 

oxidative phosphorylation 

poly A binding protein 
Platelet-activating factor 
proliferating cell nuclear antigen 
polymerase chain reaction 
Parkinson s disease 

Protein data bank 


Phosphordiesterase 


platelet derived growth factor 


低 密度 脂 蛋 白 
聚 光 复 合体 

长 散布 核 元 件 

长 未 端 重复 序列 
基质 相关 区 域 

有 丝 分 裂 原 激活 蛋白 激酶 
多 克隆 位 点 

信使 干扰 互补 RNA 
基质 金属 蛋白 酶 
错 配 修复 

小 鼠 乳腺 肿瘤 病毒 
金属 应 答 元 件 

信使 RNA 

促 黑 激素 
线粒体 输入 刺激 因子 
锰 稳 定 蛋 白 

氨 甲 蝶 叭 

AN- 乙酰 葡 糖 胺 

N- 乙酰 胞 壁 酸 

神经 细胞 猪 附 分 子 
核 苷 二 磷酸 

核 苷 酸 切 除 修复 
神经 生长 因子 

非 同 源 末端 连接 
细胞 核定 位 信号 
无 义 介 导 的 mRNA 降解 
核 苷 酸 单 磷酸 

核磁 共振 

无 终止 mRNA 降解 
核 苷 三 磷酸 
产 氧 复合 物 

起 始 区 识别 蛋白 质 复 合体 
开放 阅读 框 

氧化 磷酸 化 

poly A 结合 蛋白 
血小板 激活 因子 

分 裂 细胞 核 抗 原 
聚合 酶 链 式 反 应 
帕 金 森 氏 病 

蛋白 质数 据 库 
磷酸 二 脂 酶 
血小板 衍生 的 生长 因子 
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PDI 


PEC 


RPA 


RT 
RNA 
RAP-PCR 
RNAi 
TRNA 
RSV 
Rubisco 
SACE 
SAM 
SBH 
SCID 
SDS 
SECIS 


SELEX 





protein disulphide isomerase 
polyethylene glycol 
phosphoenolpyruvate 
phosphofructokinase 

phosphoryl group transfer potential 
pre-initiation compjex 
phenylisothiocyanate 

protein kinase 人 A 

protein kinase B 

protein kinase C 

Proton motive force 

phospholipase A 

phospholipase C 

pyridoxal phosphate 
polynucleotide phosphorylase 
parathyroid hormone 
peptidyl-prolyl cis-irams isomerase 
phosphate pentose pathway 
S-phosphoribosy]--1-a-pyrophosphate 
post transcriptional gene silencing 
Pyrrolysine insertion sequence 
recombination-activating gene 
restriction endonuclease 
radioimmunoassay 

replication protein A 
recombination signal sequence 
receptor tyrosine kinase 

reverse transcriptase 

ribonucleic acid 

RNA arbitrarily primed PCR 

RNA interference 

Tibosomal RNA 

Rous sarcoma virus 

ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase 
serial analysis of gene expression 
S-adenosylmethionine 

sequencing by hybridization 
severe combined immunodeficiency 
sodium dodecyl sulfate 
selenocysteine insertion sequence 


systematic evolution of lijgands by exponential 


enrichment 


蛋白 质 二 硫 键 异 构 酶 
聚 乙 二 醇 
磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 
磷酸 果糖 激酶 
磷酸 基 团 转 移 势能 
预 转录 起 始 复合 物 

葵 异 硫 氰 酸 酯 
蛋白 质 激酶 A 
蛋白 质 激酶 了 

蛋白 质 激酶 C 

质子 驱动 力 

磷脂 酶 A 

磷脂 酶 C 

磷酸 吡 哆 醚 

多 聚 核 苷 酸 磷酸 化 酶 
甲状 旁 腺 素 

肽 酰 且 氨 酰 顺 反 异 构 酶 
磷酸 戊 糖 途 径 

1-a- 焦 磷酸 -5- 磷酸 核糖 
转录 后 基因 沉默 
吡咯 赖 氨 酸 插 人 序列 
重组 激活 基因 
限制 性 内 切 酶 

放射 免疫 测定 法 

复制 蛋白 A 

重组 信号 序列 

受 体 酷 氨 酸 蛋 白 激酶 
逆转 录 酶 

核糖 核酸 

RNA 随机 引物 聚合 酶 链 式 反应 
RNA 干扰 

核糖 体 RNA 

劳 氏 肉瘤 病毒 

1,5- 二 磷酸 核 酮 糖 羧 化 酶 /加 氧 酶 
基因 表达 的 序列 分 析 
S- 腺 苷 甲 硫 氨 酸 

杂交 测序 
严重 联合 免疫 缺陷 病 
十 二 烷 基 硫酸 钠 

含 硒 半 胱 氨 酸 插 和 人 序列 
指数 富 集 式 配 体系 统 进化 


Serpin 
SINE 
siRNA 
SMP-DNA 
SMI 
SnoRNA 
SnRNA 
SNP 
SOD 
SOCS 
SRE 


SRP 





serine protease inhibitor 

short interspersed nuclear element 
short-interfering RNA 

slipped mispaired DNA 

small molecule inventory 

small nucleoleic RNA 

small nuclear RNA 

single nucleotide polymorphism 
Superoxide dismutase 

suppressor of cytokine signaling 
serum response element 

signal recognition particle 
single-stranded DNA-binding protein 
small temporal RNA 

small ubiquitin-related modifier 
Simian virus 40 

人 t-butoxycarbonyl 

T-cell receptor 

terminal deoxynucleotidyl transferase 
transcription factor 

transforming growth factor 
triosephosphate isomerase 
tosyl-L-lysine chloromethyl ketone 
transfer messenger RNA 

tobacco mosaic virus 

tumor necrosis factor 

tissue plasmin activator 
tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone 
thiamine pyrophosphate 
thrombopoietin 

thyrotrophin releasing hormone 
transfer RNA 


upstream activator sequence 


UDP-glucose:glycoprotein glucosyltransferase 


upstream proximal element 
vasular endothelial growth factor 
vasoactive intestinal peptide 
very low density lipoprotein 
variant surface g 外 ycoprotein 


Xeroderma pigmentosum 


5-bromo-4-chloro-3-indolyl- B-D-galactoside 


0 





丝氨酸 蛋白 酶 抑制 剂 
短 散 布 核 元 件 

短 干 扰 RNA 

滑动 错 配 DNA 
小 分 子 清单 

核 仁 小 RNA 

核 小 RNA 

单个 核 苷 酸 的 多 态 性 分 析 
超 氧化 物 歧化 酶 

细胞 因子 信号 抑制 物 
血清 应 答 元 件 

信和 号 识别 颗粒 

单 链 DNA 结合 蛋白 
小 时 序 RNA 

小 泛 素 相关 修饰 物 
猿 猴 病 毒 40 
叔 丁 氧 痰 基 

T 细胞 受 体 
末端 脱氧 核 苷 酸 转移 酶 
转录 因子 

转化 生长 因子 
磷酸 丙 糖 异 构 酶 

甲苯 磺 酰 赖 氨 酰 毛 甲 酮 
转移 信使 RNA 
烟草 花 叶 病毒 

肿瘤 坏死 因子 

组 织 型 纤 溶 酶 原 激活 剂 
甲苯 磺 酰 葵 丙 氨 酰 毛 甲 酮 
焦 磷 酸 硫 胶 素 

血小板 生成 素 

促 甲 状 腺 素 释 放 激素 
转移 RNA 

上 游 激活 子 序 列 

UDP- 葡萄 糖 : 糖 蛋白 糖 基 转 移 酶 
上 游 临近 元 件 
血管 内 皮 生 长 因子 
血管 活性 肠 肽 

极 低 密 度 脂 蛋白 

可 变 的 表面 糖 蛋白 

着 色 性 干 皮 病 

5- 溴 -4 氯 -3- 四 唆 -B-D- 半 乳糖 苷 
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郑重 声明 

高 等 教育 出 版 社 依法 对 本 书 
享有 专 有 出 版 权 ， 

任何 未 经 许可 的 复制 、 销 售 
行为 均 违 反 

《中 华人 民 共 和 国 著作 权 法 少 
其 行为 人 将 承担 相应 的 
民事 责任 和 行政 责任 ; 
构成 犯罪 的 ， 将 被 依法 追究 


刑事 责任 。 为 了 维护 市 场 秩序 ， 


保护 读者 的 合法 权益 ， 
避免 读者 误 用 盗版 书 造成 
不 良 后 果 ， 我 社 将 配合 
行政 执法 部 门 和 司法 机 关 对 
违法 犯罪 的 单位 和 个 人 进行 
严厉 打击 。 社 会 各 界 人 士 
如 发 现 上 述 侵权 行为 ， 
希望 及 时 举报 ， 本 社 将 
奖励 举报 有 功 人 员 


反 盗 版 举报 电话 
(010 ) 58581897 58582371 


58581879 


反 盗 版 举报 传真 
(010 ) 82086060 


反 盗 版 举报 邮箱 
dd@hep.com.cn 


通信 地 址 
北京 市 西城 区 德 外 大 街 4 号 
高 等 教育 出 版 社 法 务 部 


邮政 编码 
100120 


短信 防伪 说 明 

本 图 书 采 用 出 版 物 短信 仿 伪 系 统 ， 
用 户 购 书后 乔 开 封底 防伪 密码 涂 层 ， 
将 16 位 防伪 密码 发 送 短信 至 
106695881280 ， 

免费 查询 所 购 图 书 真 伪 ， 
同时 您 将 有 机 会 参加 

鼓励 使 用 正版 图 书 的 抽奖 活动 ， 
赢 取 各 类 奖项 ， 

详情 请 查询 中 国 扫黄 打非 网 
(http:Wwww.shdf.gov.cn )。 


反 盗 版 短信 举报 

编辑 短信 

“JB ,图 书 名 称 , 出 版 社 , 购 买 地 点 ” 
发 送 至 10669588128 


短信 防伪 客服 电话 
(010 ) 58582300 


